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1.	  Resumen	  
	  
	   	   	  	  
	   	  
La	  membrana	  o	  envoltura	  nuclear	  (NE)	  es	  la	  estructura	  que	  separa	  el	  núcleo	  del	  citoplasma	  en	  las	  células	  eucariotas.	  Las	  principales	  funciones	  de	  la	  NE	  son	  el	  anclaje	  de	  la	  cromatina	  en	  el	  núcleo,	  el	  proporcionar	  estabilidad	  al	  núcleo	  y	  el	  correcto	  posicionamiento	  del	  núcleo	  dentro	  de	  la	  célula.	  La	  formacion	  de	  la	  NE	  es	  esencial	  para	  la	  supervivencia	  celular,	  y	  mutaciones	  en	  genes	  implicados	  en	  la	  formación	  de	  la	  NE	  causan	  diferentes	  enfermedades	  genéticas	  humanas.	  Estas	  enfermedades	  constituyen	  un	  grupo	  en	  expansión	  de	  alteraciones,	  siendo	  todas	  ellas	  clínicamente	  diferentes	  y	  severas.	  A	   pesar	   del	   papel	   esencial	   de	   la	   NE	   y	   de	   la	   severidad	   de	   las	   enfermedades	  asociadas	  a	  defectos	  de	  la	  misma,	  nuestros	  conocimientos	  sobre	  la	  composición,	  dinámica	   y	   función	   de	   la	   NE	   presentan	   aún	   numerosas	   incógnitas.	   Hasta	   el	  momento,	   se	   han	   descrito	   en	   detalle	   menos	   de	   una	   docena	   de	   proteínas	  esenciales	   de	   la	   NE,	   lo	   que	   ha	   permitido	   vislumbrar	   tan	   sólo	   una	   pequeña	  porción	  de	  la	  compleja	  biología	  de	  la	  misma.	  La	  NE	  está	  compuesta	  por	  una	  membrana	  nuclear	  interna	  (INM),	  una	  membrana	  nuclear	   externa	   (ONM)	   y	   por	   debajo	   de	   la	   INM	   se	   puede	   encontrar	   la	   lámina	  nuclear,	  que	  es	  el	  principal	  sitio	  de	  anclaje	  de	  la	  cromatina	  a	  la	  NE.	  En	  el	  punto	  de	  fusión	   de	   la	   INM	   y	   la	   ONM	   se	   encuentran	   los	   complejos	   de	   poros	   nucleares	  (NPCs).	   El	   NPC	   es	   una	  macroestructura	   que	   presenta	   una	   simetría	   radial	   de	   8	  ejes,	   compuesto	   por	   múltiples	   copias	   de	   30	   proteínas	   diferentes,	   también	  llamadas	   nucleoporinas.	   Estas	   nucleoporinas	   normalmente	   se	   asocian	   entre	   si	  formando	   subcomplejos,	   siendo	   el	   subcomplejo	   Nup107-­‐160	   uno	   de	   los	  componentes	  estructurales	  mas	  importantes	  del	  NPC.	  	  La	   principal	   función	   de	   los	   NPCs	   es	   el	   transporte	   de	  macromoléculas	   entre	   el	  núcleo	   y	   el	   citoplasma.	   Cada	   NPC	   presenta	   un	   canal	   central	   compuesto	   por	  nucleoporinas	   ricas	   en	   repeticiones	   de	   FG	   y	   todas	   las	   macromoléculas	   que	  quieran	   entrar	   en	   el	   núcleo,	   tendrán	   que	   interactuar	   con	   estas	   nucleoporinas	  para	  su	  apropiado	  transporte	  nuclear.	  Aunque	  la	  principal	  función	  de	  los	  NPCs	  es	  el	   transporte	   de	   macromoléculas	   a	   través	   de	   la	   NE,	   se	   ha	   demostrado	   en	   los	  últimos	  años	  que	  los	  NPCs	  también	  juegan	  un	  papel	  esencial	  en	  la	  regulación	  de	  la	   expresión	   génica	   (Akhtar	   and	   Gasser,	   2007;	   Brown	   and	   Silver,	   2007),	   en	   la	  organización	   nuclear	   de	   la	   cromatina	   (Kalverda	   et	   al.,	   2008)	   y	   en	   funciones	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relacionadas	  con	  los	  cinetocoros	  durante	  mitosis	  (Loiodice	  et	  al.,	  2004;	  Mishra	  et	  al.,	  2010;	  Orjalo	  et	  al.,	  2006;	  Zuccolo	  et	  al.,	  2007).	  	  	  Durante	   esta	   tesis,	   hemos	   profundizado	   en	   la	   caracterización	   de	   dos	  nucleoporinas:	   Nup35	   y	   Nup107,	   esta	   última	   perteneciente	   al	   subcomplejo	  Nup107-­‐160.	  	  La	   primera	   parte	   de	   esta	   tesis	   ha	   estado	   enfocada	   en	   la	   caracterización	   de	   la	  nucleoporina	   Nup35.	   Hemos	   realizado	   el	   primer	   análisis	   mutacional	   de	   esta	  proteína	   durante	   el	   desarrollo	   embrionario	   en	   C.	   elegans	   y	   partiendo	   de	   una	  estirpe	  mutante	  para	  el	  gen	  npp-­19,	  que	  codifica	  la	  proteína	  Nup35	  en	  C.	  elegans,	  y	   utilizando	   técnicas	  de	  RNAi	  hemos	   sido	   capaces	  de	  demostrar	  que	  Nup35	  es	  una	   proteína	   esencial	   para	   la	   correcta	   formación	   de	   los	   NPCs.	   El	   proceso	   de	  ensamblaje	  postmitótico	  del	  NPC	  consta	  de	  cuatro	  pasos	  esenciales	  (Hetzer	  and	  Wente,	   2009).	   Primero	   Mel-­‐28,	   una	   proteina	   que	   presenta	   un	   dominio	   de	  interacción	  de	  ADN,	  se	  asocia	  a	  la	  cromatina	  en	  los	  sitios	  donde	  se	  van	  a	  originar	  los	  NPCs	  (Galy	  et	  al.,	  2006;	  Rasala	  et	  al.,	  2006;	  Rasala	  et	  al.,	  2008).	  En	  segundo	  lugar	   Mel-­‐28	   recluta	   el	   complejo	   Nup107-­‐160,	   formando	   una	   estructura	  conocida	  como	  "preporo"(Franz	  et	  al.,	  2007;	  Gillespie	  et	  al.,	  2007).	  Una	  vez	  que	  el	  "preporo"	   se	   ha	   formado,	   componentes	   de	   membrana	   del	   NPC	   como	   NDC1	   y	  Pom121	  se	  asocian	  al	  complejo	  Nup107-­‐160	  (Mitchell	  et	  al.,	  2010;	  Rasala	  et	  al.,	  2008).	  En	  cuarto	  y	  último	  lugar	  una	  serie	  de	  nucleoporinas	  solubles	  como	  Nup35	  y	  Nup155	  terminan	  el	  trabajo	  de	  ensamblaje	  postmitótico	  de	  los	  NPCs	  (Franz	  et	  al.,	  2005;	  Hawryluk-­‐Gara	  et	  al.,	  2008;	  Mitchell	  et	  al.,	  2010;	  Rodenas	  et	  al.,	  2009).	  Durante	   esta	   tesis	   hemos	   sido	   capaces	   de	   determinar	   que	   en	   la	   ausencia	   de	  Nup35,	  los	  primeros	  tres	  pasos	  de	  la	  biogenesis	  del	  NPC	  ocurren	  correctamente,	  pero	  es	  en	  el	  cuarto	  paso	  del	  ensamblaje	  donde	  observamos	  que	  Nup35	  juega	  un	  papel	  esencial.	  La	   segunda	   parte	   de	   esta	   tesis	   está	   enfocada	   en	   la	   caracterización	   de	   otra	  nucleoporina	  que	  pertenece	  al	  complejo	  Nup107-­‐160	  del	  NPC	  llamada	  Nup107.	  Una	   de	   las	   principales	   características	   de	   las	   proteínas	   que	   pertenecen	   al	  complejo	   Nup107-­‐160	   es	   que	   se	   localizan	   en	   los	   NPCs	   durante	   interfase	   y	  durante	   mitosis,	   cuando	   la	   envoltura	   nuclear	   se	   rompe,	   estas	   proteínas	   se	  localizan	  en	  los	  cinetocoros	  (Belgareh	  et	  al.,	  2001;	  Loiodice	  et	  al.,	  2004;	  Orjalo	  et	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al.,	   2006;	   Zuccolo	   et	   al.,	   2007).	   Hemos	   realizado	   el	   análisis	   de	   las	   estirpes	  mutantes	   para	   el	   gen	   npp-­5,	   que	   codifica	   la	   proteina	   Nup107	   en	   C.	   elegans,	  
npp5(tm3039)	   y	   npp-­5(ok1966).	   Hemos	   demostrado	   mediante	   ensayos	   de	  inmunofluorescencia,	  RT-­‐PCR	  y	  Western	  blot	  que	  ambas	  estirpes	  son	  mutantes	  nulos	  para	  la	  proteina	  Nup107.	  	  Previamente	   en	   diferentes	   estudios	   se	   había	   observado	   que	   la	   ausencia	   de	  Nup107	   causaba	   una	   inestabilidad	   en	   el	   subcomplejo	   Nup107-­‐160	   en	   células	  humanas	  y	   en	   extractos	  de	  Xenopus	   (Boehmer	  et	   al.,	   2003;	  Harel	   et	   al.,	   2003b;	  Walther	  et	  al.,	  2003a).	  Una	  de	   las	  primeras	  e	   importantes	  conclusiones	  de	  este	  estudio	   es	   que	   en	   la	   ausencia	   de	   Nup107,	   el	   subcomplejo	   Nup107-­‐160	  permanece	   estable	   en	   C.	   elegans,	   lo	   que	   permite	   el	   análisis	   individual	   de	   las	  nucleoporinas	  que	  componen	  el	  subcomplejo	  Nup107-­‐160	  en	  C.	  elegans.	  	  Usando	  una	  amplia	  variedad	  de	  estirpes	  reporteras,	  hemos	  investigado	  como	  la	  ausencia	  de	  Nup107	  afecta	   a	   la	   función	  de	   los	   cinetocoros,	   a	   la	   segregación	  de	  ADN	   durante	   mitosis,	   al	   transporte	   nucleoplasmico	   y	   a	   la	   respuesta	   al	   estrés	  celular	  durante	  diversos	  estadíos	  del	  desarrollo	  en	  C.	  elegans.	  	  Observamos	   que	   tanto	   la	   estructura	   del	   NPC	   como	   el	   transporte	   de	  macromoléculas	  entre	  el	  núcleo	  y	  el	  citoplasma	  no	  se	  ven	  afectados	  en	  mutantes	  
npp5(tm3039).	   Por	   otro	   lado,	   hemos	   sido	   capaces	   de	   demostrar	   que	   los	  embriones	  mutantes	  npp5(tm3039)	  presentan	  un	  defecto	  en	  la	  estructura	  de	  los	  cinetocoros,	  lo	  que	  presumiblemente	  causa	  problemas	  en	  la	  segregación	  del	  ADN	  durante	   mitosis.	   También	   hemos	   observado	   que	   los	   embriones	   npp5(tm3039)	  son	   hipersensibles	   a	   condiciones	   de	   anoxia,	   lo	   que	   	   sugiere	   que	   el	   spindle	  assembly	  checkpoint	  (SAC)	  podría	  estar	   	  activado	  en	  estos	  mutantes.	  Siguiendo	  esta	  observación	  hemos	  demostrado	  que	  ciertamente	  el	  SAC	  esta	  activado	  en	  los	  embriones	   npp5(tm3039),	   y	   que	   existe	   una	   interacción	   física	   entre	   Nup107	   y	  Mad1/MDF-­‐1,	  un	  miembro	  del	  SAC.	  	  En	  conclusión,	  hemos	  demostrado	  que	  la	  proteina	  Nup107	  en	  C.	  elegans	  es	  esencial	  para	  el	  ensamblaje	  correcto	  de	  los	  cinetocoros	  durante	  mitosis,	  y	  que	  la	  ausencia	  de	  Nup107	  provoca	  la	  activación	  del	  SAC.	  Hemos	  demostrado	  también	  que	  existe	  una	  interacción	  física	  entre	  Nup107	  y	  Mad1,	  lo	  que	  sugeriría	  que	  quizás	  Nup107	  puede	  jugar	  un	  papel	  en	  la	  activación	  directa	  del	  SAC.	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2.	  Introduction
	  
1.	  The	  nuclear	  envelope	  (NE)	  The	  nuclear	  membrane,	  also	  known	  as	  the	  nuclear	  envelope	  (NE),	  is	  the	  physical	  barrier	  between	  the	  nucleus	  and	  the	  cytoplasm	  of	  eukaryotic	  cells.	  It	  was	  shown	  more	  than	  60	  years	  ago	  that	  the	  NE	  of	  amphibian	  oocytes	  consist	  of	  a	  double	  lipid	  bilayer	  (Callan	  and	  Tomlin,	  1950).	  The	  NE	  serves	  as	  a	  physical	  barrier	  to	  separate	  the	  DNA	  in	  the	  nucleus	  from	  the	  cytosolic	  material	  and	  it	  has	  been	  reported	  to	  have	  an	  important	  function	  in	  the	  organization	  and	  transcription	  of	  chromatin	  (Akhtar	  and	  Gasser,	  2007;	  Mekhail	  and	  Moazed,	  2010).	  Two	  membranes,	  the	  outer	  (ONM)	  and	  the	  inner	  (INM)	  membranes	  compose	  the	  NE.	  The	  ONM	  is	  continuous	  with	  the	  rough	  endoplasmic	  reticulum	  (rER)	  while	  the	  INM	  is	  connected	  to	  the	  nuclear	  lamina,	  which	  acts	  as	  a	  site	  of	  attachment	  for	  chromatin	  and	  provides	  structural	  stability	  to	  the	  nucleus	  (Hetzer,	  2010a).	  Both	  the	  ONM	  and	  the	  INM	  are	  fused	  where	  nuclear	  pore	  complexes	  (NPCs)	  span	  the	  NE.	  It	  is	  thought	  that	  a	  nuclear	  periphery–INM–ONM–cytoskeleton	  connection	  is	  created	  that	  is	  responsible	  for	  nuclear	  positioning	  and	  nuclear	  movement	  (Malone	  et	  al.,	  2003;	  Padmakumar	  et	  al.,	  2004;	  Starr	  and	  Han,	  2002;	  Starr	  et	  al.,	  2001).	  	  
	  
Figure	  1.	  Schematic	  representation	  of	  the	  NE.	  The	  NE	  is	  composed	  of	  the	  INM	  and	  the	  ONM,	  which	  separate	  the	  nucleus	  from	  the	  cytoplasm.	  The	  nuclear	  lamina	  is	  connected	  to	  the	  INM	  and	  links	  chromatin	  to	  the	  NE.	  NPCs	  span	  the	  NE	  at	  the	  sites	  where	  the	  INM	  and	  the	  ONM	  fused	  together.	  	  Adapted	  from	  (Schirmer	  and	  Gerace,	  2002)	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   1.1	  Nuclear	  envelope	  breakdown	  (NEBD):	  In	  higher	  eukaryotes	  the	  NE	  disassembles	  during	  mitosis	  in	  a	  process	  known	  as	  nuclear	  envelope	  break	  down	  (NEBD).	  NEBD	  starts	  at	  the	  onset	  of	  mitosis,	  during	  the	  prophase-­‐prometaphase	  transition	  (Burke	  and	  Ellenberg,	  2002),	  and	  the	  components	  of	  the	  nucleoplasm	  and	  the	  cytoplasm	  are	  mixed.	  Two	  different	  models	  have	  been	  proposed	  for	  NEBD.	  The	  first	  model	  proposes	  that	  the	  NE	  membrane	  breaks	  down	  into	  vesicles	  that	  are	  distinct	  from	  the	  mitotic	  ER,	  based	  on	  experiments	  where	  membrane	  vesicles	  enriched	  in	  NE	  proteins	  can	  be	  isolated	  from	  embryonic	  extracts	  (Collas	  and	  Courvalin,	  2000;	  Sasagawa	  et	  al.,	  1999;	  Vigers	  and	  Lohka,	  1991).	  According	  to	  the	  second	  model	  for	  NEBD	  the	  NE	  proteins	  are	  absorbed	  into	  the	  ER	  during	  mitosis.	  This	  model	  is	  based	  on	  studies	  that	  show	  that	  INM	  and	  ER	  proteins	  interact	  and	  localize	  to	  the	  same	  mitotic	  tubular	  network	  during	  mitosis	  (Collas	  and	  Courvalin,	  2000;	  Daigle	  et	  al.,	  2001;	  Ellenberg	  et	  al.,	  1997;	  Yang	  et	  al.,	  1997).	  The	  current	  view	  of	  NEBD	  based	  on	  more	  recent	  technologies	  favors	  this	  second	  model	  over	  the	  first	  one.	  	  Proteins	  that	  compose	  the	  NPC	  are	  called	  nucleoporins	  or	  nups	  and	  although	  most	  nucleoporins	  are	  dispersed	  during	  mitosis	  to	  the	  cytoplasm	  or	  to	  the	  ER,	  there	  are	  also	  a	  few	  interesting	  exceptions,	  such	  as	  the	  members	  of	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  .	  Components	  of	  the	  Nup107	  subcomplex	  localize	  to	  the	  kinetochores	  during	  mitosis	  (Belgareh	  et	  al.,	  2001;	  Loiodice	  et	  al.,	  2004)	  and	  previous	  studies	  have	  shown	  that	  they	  play	  a	  role	  in	  the	  proper	  assembly	  of	  the	  mitotic	  spindle	  in	  vitro	  (Orjalo	  et	  al.,	  2006).	  Just	  after	  NEBD	  the	  mitotic	  spindle	  starts	  to	  be	  established	  in	  order	  to	  capture	  and	  later	  segregate	  properly	  all	  the	  duplicated	  chromosomes.	  
	  
Figure	  2.	  Illustration	  of	  NEBD.	  At	  the	  entry	  into	  mitosis	  the	  NPCs	  disassemble	  and	  the	  NE	  is	  reabsorbed	  by	  the	  ER.	  During	  prometaphase,	  a	  group	  of	  nucleoporins	  localizes	  to	  kinetochores	  and	  the	  spindle	  is	  constituted.	  In	  metaphase	  chromosomes	  are	  membrane	  free.	  Adapted	  from	  (Hetzer,	  2010a)	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   1.2	  NE	  reformation	  after	  mitosis:	  shortly	  after	  anaphase	  onset,	  during	  late	  anaphase	  and	  telophase,	  the	  NE	  reassembles.	  The	  process	  of	  NE	  reformation	  starts	  by	  recruitment	  of	  INM	  proteins	  from	  the	  mitotic	  ER	  to	  the	  surface	  of	  decondensing	  chromatin	  (Pyrpasopoulou	  et	  al.,	  1996;	  Wilson	  and	  Newport,	  1988).	  In	  C.	  elegans	  BAF-­‐1,	  a	  highly	  conserved	  DNA	  binding	  protein,	  plays	  a	  role	  in	  NE	  reassembly	  by	  presumably	  recruiting	  INM	  proteins	  that	  have	  a	  LEM	  domain	  to	  the	  surface	  of	  chromatin	  (Gorjanacz	  et	  al.,	  2007b).	  The	  second	  step	  of	  NE	  reassembly	  is	  the	  binding	  of	  the	  ER	  tubules	  to	  chromatin	  (Anderson	  and	  Hetzer,	  2007),	  leading	  to	  flattened	  double	  membrane	  patches	  on	  chromatin.	  The	  final	  step	  of	  NE	  reassembly	  is	  the	  fusion	  of	  membrane	  patches	  into	  a	  closed	  envelope,	  which	  occurs	  concomitant	  with	  NPC	  assembly.	  	  
	  
Figure	  3.	  NE	  reformation	  around	  segregated	  chromosomes.	  During	  anaphase,	  both	  ER	  membranes	  (red	  arrows)	  and	  a	  subset	  of	  nucleoporins	  associate	  with	  chromatin.	  NE	  proteins	  still	  present	  in	  the	  ER	  are	  recruited	  to	  chromatin	  and	  mediate	  NE	  flattening.	  During	  early	  telophase,	  the	  NE	  closes	  and	  NPCs	  assemble	  in	  a	  step-­‐wise	  manner.	  As	  soon	  as	  the	  NPCs	  are	  transport	  competent,	  the	  NE	  enlarges	  and	  cells	  enters	  G1	  phase.	  Adapted	  from	  (Hetzer,	  2010a)	  	  
2.	  The	  nuclear	  pore	  complex	  
	  The	  NPC	  is	  an	  eight-­‐fold	  symmetrical	  structure	  composed	  of	  multiple	  copies	  of	  ~30	  different	  nucleoporins	  (Alber	  et	  al.,	  2007b;	  Cronshaw	  et	  al.,	  2002;	  Rout	  et	  al.,	  2000).	  The	  NPC	  structure	  and	  composition	  is	  evolutionary	  conserved	  (Table	  1)	  from	  yeasts	  to	  mammals	  (Suntharalingam	  and	  Wente,	  2003;	  Yang	  et	  al.,	  1998),	  although	  estimates	  of	  its	  molecular	  mass	  range	  from	  60-­‐125	  KDa	  in	  mammals	  to	  ~40-­‐60	  KDa	  in	  yeasts.	  The	  main	  function	  of	  the	  NPC	  is	  to	  mediate	  bidirectional	  transport	  between	  the	  nucleus	  and	  the	  cytoplasm	  (Lim	  and	  Fahrenkrog,	  2006).	  Besides,	  the	  NPC	  and	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nucleoporins	  have	  been	  implicated	  in	  different	  cellular	  processes	  like	  chromatin	  organization	  (Kalverda	  et	  al.,	  2008)	  and	  regulation	  of	  gene	  expression	  (Akhtar	  and	  Gasser,	  2007;	  Brown	  and	  Silver,	  2007)	  as	  well	  as	  kinetochore	  functions	  during	  mitosis	  (Loiodice	  et	  al.,	  2004;	  Mishra	  et	  al.,	  2010;	  Orjalo	  et	  al.,	  2006;	  Zuccolo	  et	  al.,	  2007).	  	  	  
	  	  
Table	  1.	  Mammalian,	  S.	  cerevisiae	  and	  C.	  elegans	  nucleoporins.	  Adapted	  from	  (D'Angelo	  and	  Hetzer,	  2008)	  	  	   2.1	  NPC	  structure:	  the	  earliest	  description	  of	  the	  NPC	  structure	  was	  presented	  more	  than	  40	  years	  ago	  (Gall,	  1967),	  and	  from	  then	  on	  a	  great	  effort	  has	  been	  put	  in	  determining	  the	  three-­‐dimensional	  structure	  of	  the	  NPC	  using	  a	  variety	  of	  techniques,	  such	  as	  field-­‐emission	  in-­‐lens	  scanning	  electron	  microscopy	  (FEISEM)	  and	  cryo-­‐electron	  tomography	  (Beck	  et	  al.,	  2004;	  Beck	  et	  al.,	  2007).	  	  The	  NPC	  spans	  the	  NE	  at	  sites	  where	  the	  INM	  and	  the	  ONM	  are	  fused	  (D'Angelo	  and	  Hetzer,	  2006).	  The	  NPC	  is	  composed	  of	  a	  scaffold	  component	  that	  encircles	  a	  central	  transport	  channel	  and	  two	  rings,	  the	  nuclear	  and	  the	  cytoplasmic	  rings.	  The	  scaffold	  is	  composed	  of	  the	  Nup107-­‐160	  and	  the	  Nup93-­‐205	  subcomplexes	  and	  the	  central	  channel	  is	  filled	  with	  nucleoporins	  rich	  in	  FG	  repeats.	  Eight	  filaments	  are	  attached	  to	  the	  nuclear	  and	  to	  the	  cytoplasmic	  rings.	  Whereas	  the	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nuclear	  filaments	  are	  joined	  together	  forming	  the	  nuclear	  basket,	  the	  cytoplasmic	  filaments	  have	  loose	  ends	  that	  interact	  with	  cargoes	  in	  the	  cytoplasm	  controlling	  their	  transport	  to	  the	  nucleus	  (D'Angelo	  and	  Hetzer,	  2008).	  	  	  
	  	  
Figure	  4.	  Schematic	  illustration	  of	  the	  NPC.	  Adapted	  from	  (D'Angelo	  and	  Hetzer,	  2008).	  	  Experimental	  evidence	  indicates	  that	  the	  NPC	  and	  the	  vesicle	  coats	  originated	  from	  a	  common	  ancestor	  in	  evolution	  (Brohawn	  and	  Schwartz,	  2009)	  .	  Brohawn	  and	  Schwartz	  propose	  that	  the	  NPC	  structural	  scaffold,	  like	  the	  vesicle	  coats,	  is	  a	  polygonal	  network	  embedded	  in	  membranes	  and	  composed	  of	  vertex	  and	  edge	  elements	  that	  forms	  a	  molecular	  lattice	  upon	  which	  additional	  nucleoporins	  assemble.	  	  	   2.2	  NPC	  composition:	  Despite	  its	  enormous	  size	  and	  complexity,	  the	  NPC	  is	  built	  by	  approximately	  only	  30	  different	  nucleoporins.	  These	  nucleoporins	  are	  believed	  to	  be	  present	  in	  8,	  16	  or	  32	  copies	  due	  to	  the	  eight-­‐fold	  symmetry	  of	  the	  NPC.	  We	  can	  distinguish	  between	  three	  main	  groups	  of	  nucleoporins	  based	  on	  their	  function	  and	  composition.	  The	  first	  group	  would	  be	  compose	  by	  the	  nucleoporins	  rich	  in	  phenylalanine-­‐glycine	  (FG)	  repeats,	  which	  are	  thought	  to	  constitute	  the	  permeability	  barrier	  of	  the	  NPC	  and	  they	  localize	  in	  the	  central	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channel	  and	  the	  cytoplasmic	  filaments	  (Frey	  and	  Gorlich,	  2009;	  Frey	  et	  al.,	  2006;	  Wu	  et	  al.,	  1995).	  It	  has	  also	  been	  reported	  that	  Pom121,	  a	  transmembrane	  protein	  responsible	  for	  the	  anchorage	  of	  the	  NPC	  to	  the	  NE	  in	  vertebrates,	  also	  is	  a	  FG	  repeat	  nucleoporin	  (Antonin	  et	  al.,	  2005).	  Molecules	  bigger	  than	  30-­‐40	  KDa	  rely	  on	  active	  transport	  mechanisms	  to	  interact	  with	  FG	  repeat	  nucleoporins	  in	  order	  to	  pass	  through	  the	  NPC.	  The	  second	  group	  of	  nucleoporins	  that	  build	  the	  NPC	  are	  nucleoporins	  that	  lack	  FG	  repeats.	  These	  nucleoporins	  are	  also	  called	  structural	  nucleoporins	  and	  they	  form	  the	  backbone	  of	  the	  overall	  architecture	  of	  the	  NPC.	  	  	  Nucleoporins	  usually	  interact	  between	  each	  other	  to	  form	  subcomplexes,	  which	  are	  thought	  to	  act	  as	  the	  building	  blocks	  of	  the	  NPC	  (Alber	  et	  al.,	  2007a;	  Schwartz,	  2005).	  Three	  main	  subcomplexes	  have	  been	  identified	  so	  far	  in	  vertebrates,	  which	  are	  the	  Nup107-­‐160,	  Nup93	  and	  Nup62	  subcomplexes.	  The	  Nup107-­‐160	  and	  the	  Nup	  93	  subcomplexes	  are	  structural	  subcomplexes	  and	  they	  are	  stably	  bound	  to	  the	  NPC,	  whereas	  more	  peripheral	  nucleoporins	  show	  a	  more	  dynamic	  behaviour	  (Rabut	  et	  al.,	  2004).	  The	  Nup62	  subcomplex	  is	  composed	  of	  nucleoporins	  rich	  in	  FG	  repeats	  and	  it	  localizes	  to	  the	  central	  channel	  of	  the	  NPC.	  Finally,	  there	  is	  a	  third	  group	  of	  nucleoporins	  that	  anchor	  the	  NPC	  to	  the	  NE,	  the	  pore	  membrane	  proteins	  (Poms).	  Only	  three	  Poms	  have	  been	  identified	  so	  far	  in	  vertebrates:	  Pom121,	  Ndc1	  and	  gp210	  (Antonin	  et	  al.,	  2005;	  Cohen	  et	  al.,	  2003;	  Mansfeld	  et	  al.,	  2006;	  Mitchell	  et	  al.,	  2010).	  Poms	  in	  general	  are	  less	  well	  conserved	  than	  other	  nucleoporins,	  and	  in	  C.	  elegans	  only	  two	  transmembrane	  nucleoporins	  have	  been	  found	  so	  far,	  NDC1/NPP-­‐22	  (Mansfeld	  et	  al.,	  2006)	  and	  gp210/NPP-­‐12	  (Cohen	  et	  al.,	  2003).	  A	  novel	  Pom,	  called	  Pom33,	  has	  been	  recently	  discovered	  in	  yeast	  (Chadrin	  et	  al.,	  2010),	  which	  resembles	  the	  function	  of	  the	  vertebrate	  gp210.	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Figure	  5.	  Diagram	  of	  the	  modular	  structure	  of	  the	  metazoan	  NPC.	  Schematic	  view	  of	  how	  the	  different	  subcomplexes	  interact	  with	  each	  other	  to	  build	  the	  NPC.	  Nucleoporins	  and	  complexes	  recruited	  during	  the	  first,	  second,	  third	  and	  forth	  step	  of	  postmitotic	  NPC	  assembly	  as	  described	  below	  are	  colored	  in	  green,	  yellow,	  red	  and	  blue,	  respectively.	  Adapted	  from	  (Antonin	  et	  al.,	  2008).	  
	  
	   2.3	  NPC	  biogenesis:	  The	  biogenesis	  of	  NPCs	  is	  an	  essential	  requirement	  for	  cell	  survival	  and	  proliferation.	  There	  are	  two	  stages	  where	  biogenesis	  of	  NPCs	  occurs:	  one	  at	  the	  end	  of	  mitosis	  when	  the	  NE	  starts	  reforming	  around	  the	  segregated	  chromosomes	  (postmitoitc	  assembly)	  and	  the	  other	  one	  during	  interphase	  as	  the	  NE	  surface	  enlarges	  (interphase	  assembly).	  The	  mechanisms	  by	  which	  NPC	  assembly	  occurs	  differ	  from	  one	  to	  another.	  	  	   	   2.3.1	  NPC	  postmitotic	  assembly:	  The	  current	  view	  of	  postmitotic	  NPC	  biogenesis	  in	  higher	  eukaryotes	  involves	  four	  essential	  steps	  (Hetzer	  and	  Wente,	  2009).	  First,	  the	  binding	  of	  MEL-­‐28/ELYS	  to	  chromatin	  via	  a	  conserved	  AT-­‐hook	  motif	  marks	  the	  sites	  of	  nuclear	  pore	  assembly	  (Galy	  et	  al.,	  2006;	  Rasala	  et	  al.,	  2006;	  Rasala	  et	  al.,	  2008).	  Second,	  chromatin-­‐bound	  MEL-­‐28/ELYS	  recruits	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  to	  nuclear	  pore	  initiation	  sites	  (Franz	  et	  al.,	  2007;	  Gillespie	  et	  al.,	  2007),	  to	  constitute	  what	  is	  known	  as	  the	  "prepore".	  Depletion	  of	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MEL-­‐28/ELYS	  prevents	  recruitment	  of	  Nup96	  and	  Nup107	  (Galy	  et	  al.,	  2006)	  but	  the	  molecular	  details	  of	  this	  interaction	  are	  still	  unknown.	  Third,	  NPC	  membrane	  components,	  such	  as	  NDC1	  and	  POM121	  are	  engaged	  via	  interactions	  with	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  (Mitchell	  et	  al.,	  2010;	  Rasala	  et	  al.,	  2008).	  And	  fourth,	  incorporation	  of	  soluble	  nucleoporins	  including	  Nup35	  and	  Nup155	  is	  required	  to	  complete	  NPC	  assembly	  (Franz	  et	  al.,	  2005;	  Hawryluk-­‐Gara	  et	  al.,	  2008;	  Mitchell	  et	  al.,	  2010;	  Rodenas	  et	  al.,	  2009).	  	  	  
	  
	  
Figure	  6.	  Scheme	  of	  the	  postmitotic	  assembly	  of	  NPC.	  The	  GTPase	  Ran	  and	  the	  nucleoporin	  ELYS/MEL-­‐28	  are	  essential	  to	  initiate	  NPC	  assembly	  through	  recruitment	  of	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  while	  the	  protein	  kinase	  VRK	  is	  required	  to	  release	  BAF	  from	  chromatin	  during	  mitosis.	  Once	  on	  the	  chromatin,	  the	  Nup107-­‐containing	  pre-­‐pore	  will	  recruit	  transmembrane	  nucleoporins	  such	  as	  POM121	  and	  NDC1	  whereas	  BAF	  will	  interact	  with	  integral	  nuclear	  membrane	  proteins	  such	  as	  emerin	  and	  LEM2.	  Finally,	  soluble	  nucleoporins	  including	  Nup35	  and	  Nup155	  are	  recruited	  concomitantly	  with	  sealing	  of	  the	  nuclear	  membranes	  	  A	  previous	  model	  based	  on	  in	  vitro	  assays	  in	  Xenopus	  eggs	  suggested	  that	  postmitotic	  NPC	  assembly	  did	  not	  require	  an	  initial	  "prepore"	  formation	  (Macaulay	  and	  Forbes,	  1996).	  According	  to	  this	  model,	  NPC	  assembly	  starts	  with	  the	  fusion	  of	  the	  ONM	  and	  INM,	  allowing	  for	  membrane	  hole	  formation	  where	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the	  NPC	  will	  be	  assembled.	  However,	  recent	  studies	  cited	  above	  strongly	  suggest	  that	  the	  correct	  model	  for	  postmitotic	  NPC	  biogenesis	  is	  the	  "prepore"	  model	  and	  the	  earlier	  model	  would	  fit	  better	  with	  the	  assembly	  of	  NPCs	  during	  interphase.	  	  According	  to	  this	  "prepore"	  model,	  NPC	  assembly	  has	  to	  be	  regulated	  in	  space	  (NPC	  assembly	  occurs	  at	  chromatin)	  and	  time	  (NPC	  assembly	  occurs	  when	  chromosomes	  are	  segregated	  and	  the	  NE	  starts	  to	  reform).	  How	  is	  this	  spatial	  and	  temporal	  regulation	  on	  NPC	  assembly	  achieved?	  The	  spatial	  regulation	  is	  at	  least	  partially	  achieved	  by	  the	  activity	  of	  RanGTP	  and	  its	  counterplayer	  importin	  
β.	  The	  members	  of	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  and	  other	  nucleoporins	  bind	  to	  importin	  β	  during	  mitosis,	  which	  prevents	  their	  assembly	  into	  NPCs	  (Harel	  et	  al.,	  2003a;	  Walther	  et	  al.,	  2003b).	  On	  chromatin,	  where	  RanGTP	  is	  produced	  by	  its	  guanine	  nucleotide	  exchange	  factor	  RCC1,	  nucleoporins	  will	  be	  released	  from	  importin	  β	  by	  RanGTP	  and	  they	  will	  be	  able	  to	  start	  the	  assembly	  of	  NPCs	  (Li	  and	  Zheng,	  2004).	  On	  the	  other	  hand,	  the	  temporal	  regulation	  of	  postmitotic	  NPC	  assembly	  is	  achieved	  by	  means	  of	  phosphorylation.	  Several	  nucleoporins	  are	  phosphorylated	  during	  mitosis,	  which	  may	  correlate	  with	  chromatin	  association	  (Favreau	  et	  al.,	  1996;	  Glavy	  et	  al.,	  2007;	  Macaulay	  et	  al.,	  1995).	  When	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint	  (SAC)	  is	  satisfied,	  anaphase	  onset	  is	  triggered	  by	  activation	  of	  the	  anaphase	  promoting	  complex	  (APC).	  Activation	  of	  the	  APC	  provokes	  the	  inactivation	  of	  the	  kinase	  Cdk1	  (van	  Zon	  and	  Wolthuis,	  2010).	  As	  Cdk1	  gets	  inactivated,	  phosphatases	  eliminate	  many	  mitosis	  specific	  protein	  phosphorylations.	  The	  dephosphorylation	  of	  nucleoporins	  at	  anaphase	  onset	  is	  thought	  to	  temporally	  regulate	  their	  ability	  to	  bind	  chromatin	  and	  start	  NPC	  assembly	  (Onischenko	  et	  al.,	  2005).	  	  	  	   	   2.3.2	  NPC	  assembly	  during	  interphase:	  compared	  to	  the	  postmitotic	  NPC	  assembly,	  little	  is	  known	  about	  NPC	  assembly	  during	  interphase,	  although	  it	  is	  an	  essential	  process	  since	  as	  the	  NE	  enlarges	  new	  NPCs	  need	  to	  be	  incorporated	  into	  it.	  Moreover,	  species	  with	  a	  so-­‐called	  closed	  mitosis	  (i.e.	  the	  NE	  remains	  intact	  during	  mitosis)	  rely	  strictly	  on	  NPC	  assembly	  into	  existing	  nuclear	  membranes.	  Recent	  studies	  suggest	  that	  postmitotic	  and	  interphase	  NPC	  assembly	  occurs	  by	  distinct	  mechanisms	  (Doucet	  et	  al.,	  2010).	  	  It	  has	  been	  suggested	  that	  the	  density	  of	  NPCs	  in	  the	  NE	  remains	  constant	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throughout	  interphase	  (Dultz	  and	  Ellenberg,	  2010),	  indicating	  that	  NPC	  assembly	  is	  tightly	  linked	  to	  NE	  expansion.	  Maul	  et	  al.	  already	  had	  observed	  in	  1972	  that	  HeLa	  cells	  double	  their	  number	  of	  NPCs	  through	  the	  cell	  cycle,	  going	  from	  2000	  NPCs	  in	  G1	  to	  4000	  NPCs	  in	  G2	  (Maul	  et	  al.,	  1972).	  	  In	  contrast,	  Dultz	  and	  Ellenberg	  in	  2010	  observed	  that	  normal	  rat	  kidney	  (NRK)	  cells	  only	  increase	  the	  number	  of	  NPCs	  from	  G1	  to	  G2	  in	  around	  44%,	  going	  from	  1960	  NPCs	  in	  G1	  to	  2830	  NPCs	  in	  G2.A	  plausible	  explanation	  for	  this	  controversy	  could	  be	  that	  experiments	  were	  done	  in	  different	  cell	  types	  with	  different	  cell	  cycle	  lengths	  and	  metabolic	  rates	  and/or	  that	  the	  techniques	  used	  to	  measure	  the	  number	  of	  NPCs	  were	  different.	  	  NE	  expansion	  requires	  an	  intact	  ER,	  suggesting	  that	  the	  ER	  provides	  the	  membranes	  needed	  for	  NE	  growth	  (Anderson	  and	  Hetzer,	  2007).	  The	  expression	  levels	  of	  ER	  and	  INM	  interacting	  proteins	  probably	  coordinate	  NE	  expansion.	  NPCs	  that	  are	  inserted	  into	  the	  NE	  during	  interphase	  are	  formed	  by	  a	  de	  novo	  process	  (D'Angelo	  et	  al.,	  2006),	  instead	  of	  duplications	  of	  preexistent	  NPCs	  in	  the	  NE.	  The	  insertion	  of	  the	  de	  novo	  NPCs	  into	  an	  intact	  NE	  requires	  a	  fusion	  of	  the	  INM	  and	  the	  ONM,	  which	  provokes	  a	  membrane	  curvature.	  Recent	  evidence	  suggests	  that	  the	  fusion	  of	  the	  INM	  and	  the	  ONM	  is	  mediated	  by	  the	  transmembrane	  nucleoporin	  Pom121	  (Doucet	  et	  al.,	  2010).	  The	  fusion	  process	  generates	  membrane	  curvature,	  which	  is	  stabilized	  by	  a	  family	  of	  proteins	  called	  Reticulons	  (Rtn)	  (Dawson	  et	  al.,	  2009).	  Once	  the	  INM	  and	  the	  ONM	  are	  fused,	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  is	  recruited	  to	  the	  NE	  to	  constitute	  the	  NPC	  scaffold	  structure.	  The	  recruitment	  of	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  to	  the	  NE	  occurs	  via	  its	  member	  Nup133,	  which	  presents	  an	  ArfGAP1	  Lipid	  Packing	  Sensor	  (ALPS)	  motif	  that	  senses	  the	  membrane	  curvature	  of	  the	  fused	  INM	  and	  ONM.	  This	  ALPS	  motif	  has	  been	  shown	  to	  be	  essential	  for	  NPC	  assembly	  during	  interphase	  (Doucet	  et	  al.,	  2010).	  As	  it	  happens	  with	  the	  postmitotic	  NPC	  assembly,	  RanGTP	  interaction	  with	  importin	  β	  is	  essential	  in	  this	  step	  for	  the	  release	  of	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  to	  allow	  its	  targeting	  with	  the	  membrane	  curvature	  (D'Angelo	  et	  al.,	  2006;	  Harel	  et	  al.,	  2003a;	  Ryan	  et	  al.,	  2003;	  Walther	  et	  al.,	  2003b).	  The	  subsequent	  steps	  on	  how	  NPC	  assembly	  occurs	  during	  interphase	  are	  not	  well	  understood	  yet,	  leaving	  open	  several	  exciting	  questions	  for	  future	  research.	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Two	  main	  differences	  can	  be	  drawn	  when	  we	  compare	  the	  postmitotic	  and	  the	  interphase	  NPC	  assembly	  mechanisms.	  First,	  the	  binding	  of	  Mel28/ELYS	  to	  chromatin	  is	  critical	  for	  postmitotic	  NPC	  assembly	  but	  seems	  to	  be	  dispensable	  for	  interphase	  assembly	  and	  second,	  the	  ALPS	  motif	  of	  the	  Nup133	  nucleoporin	  is	  essential	  for	  interphase	  NPC	  assembly	  while	  it	  appears	  to	  be	  dispensable	  for	  postmitotic	  assembly	  (Doucet	  et	  al.,	  2010).	  	  All	  the	  studies	  cited	  above	  clearly	  suggest	  that	  NPC	  assembly	  occurs	  via	  two	  distinct	  mechanisms	  in	  organisms	  that	  undergo	  open	  mitosis,	  the	  postmitotic	  and	  the	  interphase	  NPC	  assembly	  mechanisms.	  On	  the	  other	  hand,	  in	  organisms	  that	  undergo	  closed	  mitosis,	  such	  as	  yeast,	  NPCs	  will	  be	  assembled	  only	  following	  the	  interphase	  mechanism.	  	  	  	   2.4	  NPC	  disassembly:	  NPC	  disassembly	  has	  been	  only	  observed	  during	  mitosis	  and	  there	  is	  no	  evidence	  that	  NPC	  are	  dismantled	  during	  interphase.	  The	  mechanisms	  underlying	  NPC	  disassembly	  are	  not	  well	  understood	  yet,	  but	  there	  is	  some	  evidence	  that	  the	  trigger	  of	  NPC	  disassembly	  during	  mitosis	  could	  be	  the	  phosphorylation	  of	  different	  nucleoporins	  by	  Cdk1	  (Lenart	  et	  al.,	  2003;	  Lusk	  et	  al.,	  2007;	  Macaulay	  et	  al.,	  1995;	  Onischenko	  et	  al.,	  2005).	  It	  is	  still	  unclear	  how	  mitotic	  phosphorylation	  of	  nucleoporins	  could	  cause	  NPC	  disassembly,	  but	  one	  possibility	  could	  be	  that	  phosphorylation	  of	  the	  different	  nucleoporins	  would	  prevent	  their	  association	  into	  subcomplexes,	  which	  are	  believed	  to	  be	  the	  building	  blocks	  of	  the	  NPC.	  Supporting	  this	  idea,	  it	  has	  been	  previously	  demonstrated	  that	  nucleoporins	  need	  to	  be	  dephosphorylated	  right	  after	  anaphase	  onset	  in	  order	  to	  initiate	  NPC	  assembly	  (Walther	  et	  al.,	  2003b).	  	  	   2.5	  NPC	  maintenance:	  several	  nucleoporins	  present	  a	  dynamic	  behavior	  during	  interphase,	  coming	  on	  and	  off	  the	  NPC.	  By	  contrast,	  nucleoporins	  that	  build	  the	  scaffold	  NPC	  are	  very	  stable	  and	  they	  are	  only	  exchanged	  once	  per	  cell	  cycle,	  when	  the	  NE	  breaks	  down	  (D'Angelo	  et	  al.,	  2009).	  How	  these	  scaffold	  nucleoporins	  are	  maintained	  in	  the	  NPC	  during	  interphase	  is	  currently	  unknown	  and	  there	  has	  not	  been	  reported	  a	  mechanism	  of	  disassembly	  of	  NPCs	  during	  interphase.	  In	  consequence	  cells	  that	  have	  stopped	  dividing	  (e.	  g.	  after	  differentiation)	  will	  have	  the	  same	  NPCs	  throughout	  their	  entire	  life	  span,	  which	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means	  that	  NPCs	  would	  be	  subject	  to	  age-­‐dependent	  damage	  affecting	  their	  function	  and	  nuclear	  integrity	  (D'Angelo	  et	  al.,	  2009).	  D'Angelo	  et	  al.	  	  demonstrated	  that	  NPCs	  deteriorate	  with	  time,	  and	  that	  nucleoporins	  responsible	  for	  maintaining	  the	  pore	  diffuse	  barrier	  are	  lost	  over	  time,	  leading	  to	  an	  increased	  nuclear	  permeability.	  	  	  	  In	  support	  of	  this	  idea,	  there	  have	  been	  also	  different	  studies	  that	  relate	  alterations	  of	  the	  nuclear	  structure	  with	  the	  aging	  phenomenon	  (Haithcock	  et	  al.,	  2005;	  Herndon	  et	  al.,	  2002),	  in	  which	  they	  showed	  a	  correlation	  between	  the	  aging	  process	  and	  the	  deterioration	  of	  the	  nuclear	  lamina.	  	  	  	   2.6	  NPC	  function:	  The	  NPC	  functions	  as	  the	  key	  regulator	  of	  macromolecular	  traffic	  between	  the	  nucleus	  and	  the	  cytoplasm	  (Kohler	  and	  Hurt,	  2007;	  Stewart,	  2007).	  Although	  the	  primary	  function	  of	  the	  NPC	  is	  transport,	  other	  functions	  have	  been	  associated	  to	  the	  NPC	  such	  as	  gene	  regulation,	  DNA	  repair	  and	  chromatin	  organization	  (Ahmed	  et	  al.,	  2010;	  Kalverda	  et	  al.,	  2008;	  Palancade	  et	  al.,	  2007;	  Tan-­‐Wong	  et	  al.,	  2009;	  Vaquerizas	  et	  al.,	  2010).	  	  	  	   	   2.6.1	  NPC	  and	  transport:	  As	  mentioned	  above	  the	  main	  function	  of	  the	  NPC	  is	  to	  regulate	  the	  transport	  of	  macromolecules	  between	  the	  nucleus	  and	  the	  cytoplasm.	  The	  transport	  of	  the	  majority	  of	  macromolecules	  into	  and	  out	  of	  the	  nucleus	  shares	  a	  common	  active	  mechanism.	  This	  mechanism	  consists	  on	  the	  binding	  of	  nuclear	  transport	  factors	  (NTFs)	  to	  the	  transport	  signals	  present	  in	  the	  cargoes.	  The	  majority	  of	  NTFs	  belong	  to	  the	  karyopherin	  (Kap)	  family	  of	  proteins,	  and	  they	  are	  also	  known	  as	  importins	  or	  exportins.	  Importins	  specialize	  in	  the	  transport	  of	  macromolecules	  into	  the	  nucleus,	  while	  exportins	  regulate	  the	  transport	  of	  cargoes	  to	  the	  cytoplasm.	  	  The	  transport	  signals	  present	  in	  the	  cargoes	  consist	  of	  short	  amino	  acid	  sequences	  named	  nuclear	  localization	  signal	  (NLS)	  for	  import	  and	  nuclear	  export	  signal	  (NES)	  for	  export	  (Lange	  et	  al.,	  2007;	  Xu	  et	  al.,	  2010).	  	  Nuclear	  transport	  of	  macromolecules	  consists	  in	  three	  main	  steps	  (Akey	  and	  Goldfarb,	  1989).	  First	  the	  NTF	  (importin	  or	  exportin)	  needs	  to	  recognize	  and	  bind	  the	  transport	  signal	  (NLS	  or	  NES)	  of	  the	  cargo.	  Second,	  the	  NTF-­‐cargo	  complex	  interacts	  with	  the	  nucleoporins	  rich	  on	  FG	  repeats	  present	  in	  the	  central	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channel	  of	  the	  NPC,	  allowing	  the	  crossing	  of	  the	  NPC	  (Lim	  et	  al.,	  2007;	  Lim	  et	  al.,	  2006).	  How	  exactly	  FG	  nucleoporins	  carry	  out	  this	  gating	  function	  in	  molecular	  terms	  is	  still	  unclear.	  Third,	  when	  the	  NTF-­‐cargo	  complex	  reaches	  its	  designated	  compartment	  (nucleoplasm	  or	  cytoplasm)	  it	  needs	  to	  be	  dissociated.	  In	  the	  case	  of	  import,	  the	  dissociation	  of	  the	  NTF-­‐cargo	  complex	  inside	  the	  nucleus	  is	  mediated	  by	  RanGTP.	  RanGTP	  is	  found	  predominantly	  in	  the	  nucleus,	  where	  it	  associates	  with	  the	  NTF	  causing	  the	  release	  of	  the	  cargo	  in	  the	  nuclear	  compartment.	  In	  the	  case	  of	  export,	  RanGTP	  inside	  the	  nucleus	  induces	  the	  association	  of	  NTFs	  and	  NES	  present	  in	  the	  cargoes	  to	  be	  exported.	  Once	  in	  the	  cytoplasm,	  GTP	  hydrolysis	  will	  disassociate	  the	  NTF-­‐cargo	  complex,	  releasing	  the	  cargo	  in	  the	  cytoplasm.	  The	  resulting	  NFT	  and	  RanGDP	  are	  recycled	  back	  into	  the	  transport	  pathway	  (Kuersten	  et	  al.,	  2001;	  Nachury	  and	  Weis,	  1999).	  	  	  
	  
	  
Figure	  7.	  The	  nuclear	  transport	  cycle	  for	  karyopherins	  and	  their	  cargos.	  See	  text	  for	  details.	  Adapted	  from	  (Wente	  and	  Rout,	  2010)	  	  	   	   2.6.2	  NPC	  and	  gene	  expression:	  chromatin	  is	  highly	  organized	  within	  the	  nucleus	  and	  depending	  on	  its	  degree	  of	  compactness	  (among	  other	  factors)	  it	  can	  be	  actively	  transcribed	  or	  silenced.	  The	  highly	  compacted	  chromatin,	  known	  as	  heterochromatin,	  is	  found	  both	  at	  the	  nuclear	  interior	  and	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the	  nuclear	  periphery,	  although	  in	  many	  cell	  types	  it	  is	  preferentially	  bound	  to	  the	  nuclear	  periphery.	  Additionally,	  transcriptionally	  inactive	  regions	  such	  as	  centromeres	  and	  telomeres	  are	  frequently	  associated	  to	  the	  nuclear	  periphery	  (Hediger	  et	  al.,	  2002).	  This	  would	  suggest	  that	  gene	  expression	  is	  promoted	  in	  the	  nucleoplasm,	  whereas	  the	  nuclear	  periphery	  tends	  to	  promote	  gene	  silencing	  (Finlan	  et	  al.,	  2008;	  Kumaran	  and	  Spector,	  2008;	  Reddy	  et	  al.,	  2008;	  Towbin	  et	  al.,	  2009).	  The	  nuclear	  lamina,	  a	  mesh-­‐like	  network	  that	  lies	  just	  beneath	  the	  NE,	  has	  been	  proposed	  to	  be	  the	  key	  regulator	  of	  gene	  expression	  at	  the	  nuclear	  periphery	  in	  multicellular	  organisms	  (Andres	  and	  Gonzalez,	  2009).	  The	  nuclear	  lamina	  interacts	  with	  heterochromatin	  through	  binding	  with	  histones	  or	  specific	  DNA	  sequences	  called	  lamina-­‐associated	  domains	  (LADs)	  (Guelen	  et	  al.,	  2008;	  van	  Steensel,	  2011).	  One	  exception	  to	  the	  assumption	  that	  peripheral	  chromatin	  is	  silenced	  occurs	  at	  the	  NPC	  in	  yeast.	  Over	  the	  last	  decade	  it	  has	  became	  evident	  that	  highly	  transcribed	  genes	  are	  associated	  with	  the	  NPCs	  in	  S.	  cerevisiae.	  Chromatin	  immunoprecipitation	  (ChIP)	  assays	  have	  demonstrated	  that	  nucleoporins	  that	  belong	  to	  the	  NPC	  such	  as	  yNup116,	  yNup60	  and	  yNup2	  associate	  with	  genes	  that	  are	  actively	  transcribed	  (Casolari	  et	  al.,	  2004).	  Moreover,	  some	  highly	  transcribed	  genes	  appear	  to	  be	  associated	  to	  the	  NPC	  even	  after	  transcriptional	  repression	  in	  yeast	  (Brickner	  et	  al.,	  2007),	  and	  this	  retention	  at	  the	  NPC	  after	  repression	  is	  believed	  to	  serve	  as	  a	  memory	  of	  previously	  transcriptional	  activity	  to	  generate	  a	  faster	  transcriptional	  response	  following	  reactivation	  (Brickner,	  2009).	  The	  observation	  that	  highly	  transcribed	  genes	  associate	  to	  the	  NPC	  has	  not	  been	  firmly	  demonstrated	  in	  higher	  eukaryotes,	  and	  some	  recent	  studies	  in	  Drosophila	  suggest	  that	  some	  nucleoporins,	  such	  as	  Nup98,	  regulate	  gene	  expression	  away	  from	  the	  NPC	  by	  their	  association	  with	  chromatin	  within	  the	  nucleoplasm	  (Capelson	  et	  al.,	  2010;	  Kalverda	  et	  al.,	  2010)	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Figure	  8.	  Model	  for	  the	  function	  of	  NPCs	  as	  barriers	  between	  heterochromatin	  and	  
euchromatin	  in	  yeast.	  Hypothetical	  model	  shows	  partitioning	  of	  the	  chromatin	  fiber	  into	  distinct	  heterochromatic	  (yellow)	  and	  euchromatic	  regions	  (green)	  in	  S.	  cerevisiae.	  NPCs	  and	  other	  tethering	  stations	  at	  the	  NE	  (dark	  blue)	  organize	  the	  chromatin	  fiber	  into	  distinct	  topological	  domains	  by	  gene	  loop	  formation	  and	  by	  establishing	  various	  forms	  of	  chromatin	  barriers	  to	  prevent	  the	  spread	  of	  heterochromatin	  factors.	  Adapted	  from	  (Kohler	  and	  Hurt,	  2010).	  	  In	  conclusion,	  individual	  NPCs	  seem	  to	  be	  zones	  of	  transition	  between	  transcriptionally	  repressed	  zones	  at	  the	  nuclear	  periphery,	  and	  the	  gene-­‐NPC	  interactions	  may	  promote	  both	  transcription	  and	  the	  definition	  of	  heterochromatin-­‐euchromatin	  boundaries	  (Kohler	  and	  Hurt,	  2010)	  in	  yeast.	  Also	  the	  role	  of	  NPCs	  in	  gene	  regulation	  could	  be	  a	  possible	  explanation	  for	  the	  implication	  of	  nucleoporins	  in	  cancer	  development	  (Kraemer	  et	  al.,	  1994;	  Xu	  and	  Powers,	  2009).	  	  	   	   2.6.3	  NPC	  and	  DNA	  repair:	  the	  NPC	  has	  been	  also	  implicated	  in	  the	  DNA	  repair	  pathway,	  either	  in	  the	  stabilization	  or	  in	  the	  repair	  of	  the	  DNA	  ends	  like	  those	  found	  at	  double	  stranded	  DNA	  breaks	  (DSBs)	  or	  at	  telomeres	  (Towbin	  et	  al.,	  2009).	  Recent	  studies	  in	  yeast	  have	  revealed	  that	  DSBs	  that	  failed	  to	  be	  repaired	  are	  recruited	  to	  the	  NPC	  basket	  causing	  the	  activation	  of	  alternative	  DNA	  damage	  repair	  pathways	  in	  a	  final	  attempt	  to	  repair	  the	  lesions	  (Khadaroo	  et	  al.,	  2009;	  Oza	  et	  al.,	  2009;	  Oza	  and	  Peterson,	  2010).	  It	  is	  important	  to	  consider	  that	  actively	  transcribed	  loci	  are	  highly	  exposed	  to	  DNA	  damage,	  and	  it	  has	  been	  shown	  that	  NPCs	  helps	  to	  recruit	  the	  damaged	  DNA	  to	  the	  nuclear	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periphery	  where	  the	  repair	  machineries	  are	  (Khadaroo	  et	  al.,	  2009).	  It	  has	  also	  been	  demonstrated	  recently	  that	  NPCs	  seem	  to	  induce	  the	  recruitment	  of	  the	  DNA	  repair	  machinery,	  including	  	  Yku70	  to	  the	  nuclear	  periphery	  (Nagai	  et	  al.,	  2008;	  Palancade	  et	  al.,	  2007).	  	  	  	   	   2.6.4	  NPC	  and	  the	  cell	  cycle:	  upon	  entry	  in	  mitosis	  the	  NE	  breaks	  down	  and	  the	  NPCs	  are	  disassembled.	  Certain	  nucleoporins,	  in	  particular	  the	  members	  of	  the	  Nup107-­‐160	  complex,	  localize	  to	  the	  kinetochores	  and	  to	  the	  mitotic	  spindle	  during	  mitosis	  (Joseph	  et	  al.,	  2002;	  Loiodice	  et	  al.,	  2004;	  Salina	  et	  al.,	  2003;	  Zuccolo	  et	  al.,	  2007)	  and	  they	  have	  been	  implicated	  in	  a	  variety	  of	  mitotic	  processes	  including	  assembly	  of	  the	  mitotic	  spindle	  (Orjalo	  et	  al.,	  2006),	  spindle	  assembly	  checkpoint	  (SAC)	  activity	  (Katsani	  et	  al.,	  2008),	  kinetochore	  functions	  (Zuccolo	  et	  al.,	  2007),	  chromosome	  passenger	  complex	  (CPC)	  localization	  (Platani	  et	  al.,	  2009),	  nucleation	  of	  microtubules	  at	  kinetochores	  during	  mitosis	  (Mishra	  et	  al.,	  2010)	  and	  also	  they	  have	  been	  implicated	  in	  the	  progression	  of	  cytokinesis	  (Rasala	  et	  al.,	  2006).	  	  These	  nucleoporins,	  through	  their	  relocalization	  during	  mitosis,	  contribute	  essentially	  to	  the	  spatio-­‐temporal	  coordination	  of	  mitosis.	  	  
3.	  The	  Nup107-­160	  subcomplex	  	  The	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  (Nup107	  complex	  from	  now	  on)	  is	  the	  major	  structural	  subunit	  of	  the	  NPC	  both	  in	  size	  and	  complexity	  and	  when	  the	  NE	  breaks	  down	  at	  the	  onset	  of	  mitosis,	  proteins	  from	  the	  Nup107	  complex	  localize	  to	  the	  mitotic	  spindle	  and	  to	  the	  kinetochores	  (Belgareh	  et	  al.,	  2001;	  Loiodice	  et	  al.,	  2004;	  Orjalo	  et	  al.,	  2006).	  The	  S.	  cerevisiae	  equivalent	  of	  the	  Nup107	  complex	  is	  the	  Nup84	  subcomplex,	  which	  has	  a	  molecular	  weight	  of	  around	  500	  KDa	  and	  is	  present	  in	  16	  copies	  per	  NPC	  (Alber	  et	  al.,	  2007b).	  Members	  of	  the	  Nup107	  complex	  are	  localized	  on	  both	  sides	  of	  the	  NPC	  in	  yeast	  (Rout	  et	  al.,	  2000)	  and	  vertebrates	  (Belgareh	  et	  al.,	  2001;	  Enninga	  et	  al.,	  2003).	  The	  Nup107	  complex	  has	  been	  shown	  to	  play	  critical	  roles	  in	  mRNA	  export	  (Doye	  et	  al.,	  1994;	  Heath	  et	  al.,	  1995),	  NPC	  assembly	  (Harel	  et	  al.,	  2003b;	  Walther	  et	  al.,	  2003a)	  and	  in	  various	  events	  during	  mitosis	  (see	  references	  above).	  	  
Introduction
22
	   3.1	  Composition	  of	  the	  Nup107	  complex:	  the	  vertebrate	  Nup107	  complex	  is	  composed	  of	  9	  nucleoporins:	  Nup160,	  Nup133,	  Nup107,	  Nup96,	  Nup85,	  Nup43,	  Nup37,	  Sec13	  and	  Seh1.	  The	  yeast	  Nup84	  subcomplex	  is	  nearly	  identical	  to	  the	  Nup107	  complex	  in	  vertebrates,	  only	  that	  it	  is	  composed	  of	  7	  nucleoporins	  lacking	  the	  vertebrate	  Nup43	  and	  Nup37	  subunits.	  Eight	  different	  members	  have	  been	  found	  in	  C.	  elegans	  for	  the	  Nup107	  complex,	  lacking	  the	  vertebrate	  Nup37	  subunit	  so	  far.	  	  	  
	  
Table	  2.	  Different	  homologs	  of	  the	  Nup107	  complex.	  Terminology	  of	  the	  different	  homologs	  of	  the	  Nup107	  complex	  in	  vertebrates,	  S.	  cerevisiae	  and	  C.	  elegans	  	  The	  difference	  on	  the	  number	  of	  subunits	  in	  each	  organism	  could	  be	  due	  to	  the	  fact	  that	  the	  Nup43	  and	  Nup37	  subunits	  for	  S.	  cerevisiae	  and	  the	  Nup37	  subunit	  for	  C.	  elegans	  have	  not	  yet	  been	  discovered.	  Alternatively,	  these	  nucleoporins	  may	  play	  species-­‐specific	  functions	  within	  the	  Nup107	  complex	  rather	  than	  structural	  roles.	  The	  yeast	  heptameric	  Nup84	  subcomplex	  can	  be	  reconstituted	  from	  proteins	  expressed	  in	  Escherichia	  coli	  and	  it	  has	  been	  reported	  to	  have	  a	  Y-­‐shaped	  structure	  by	  electron	  microscopy	  (Lutzmann	  et	  al.,	  2002).	  Also	  several	  crystal	  structures	  of	  subunits	  of	  the	  complex	  have	  been	  isolated,	  showing	  the	  interaction	  between	  the	  different	  subunits	  (Boehmer	  et	  al.,	  2008;	  Brohawn	  et	  al.,	  2008;	  Debler	  et	  al.,	  2008;	  Hsia	  et	  al.,	  2007).	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Figure	  9.	  The	  Nup84	  subcomplex	  conformation	  in	  yeast.	  (A)	  Nup84	  subcomplex	  conformation	  based	  on	  mapped	  nucleoporin	  localization	  and	  biochemical	  interactions.	  Scale	  bar,	  100	  Å.	  (B)	  Docking	  of	  the	  available	  crystal	  structures.	  Two	  different	  views	  are	  shown.	  Adapted	  from	  (Kampmann	  and	  Blobel,	  2009).	  	  	   3.2	  Role	  in	  mitotic	  spindle	  assembly:	  the	  Nup107	  complex	  has	  been	  proposed	  to	  play	  an	  essential	  role	  in	  the	  mitotic	  spindle	  assembly	  (Orjalo	  et	  al.,	  2006).	  Using	  in	  vitro	  assays	  with	  Xenopus	  egg	  extracts	  (CSF	  extracts),	  Orjalo	  et	  al.	  showed	  that	  CSF	  extracts	  depleted	  for	  the	  Nup107	  complex	  when	  incubated	  with	  sperm	  chromatin	  were	  defective	  in	  the	  assembly	  of	  the	  mitotic	  spindle.	  Also	  they	  confirmed	  that	  the	  role	  of	  the	  Nup107	  complex	  in	  spindle	  assembly	  occurs	  upstream	  or	  independent	  of	  the	  initial	  Ran-­‐mediated	  microtubule	  assembly	  pathway.	  Addition	  of	  RanGTP	  to	  mitotic	  CSF	  extracts	  causes	  the	  assembly	  of	  microtubules	  in	  a	  chromosome	  independent	  manner.	  Orjalo	  et	  al.	  confirmed	  in	  this	  study	  that	  mitotic	  Xenopus	  CSF	  extracts	  depleted	  of	  the	  Nup107	  complex	  were	  also	  capable	  of	  assembling	  microtubules	  upon	  addition	  of	  RanGTP.	  	  Contrary	  to	  the	  idea	  that	  the	  Nup107	  complex	  is	  essential	  for	  proper	  mitotic	  spindle	  assembly,	  there	  has	  been	  two	  recent	  studies	  where	  they	  showed	  that	  the	  morphology	  of	  the	  mitotic	  spindle	  was	  not	  affected	  upon	  depletion	  of	  the	  Nup107	  complex	  in	  HeLa	  cells	  (Platani	  et	  al.,	  2009;	  Zuccolo	  et	  al.,	  2007).	  This	  controversy	  could	  be	  explained	  by	  the	  fact	  that	  the	  Nup107	  complex	  broadly	  localizes	  to	  spindle	  and	  Ran-­‐induced	  asters	  in	  Xenopus	  extracts	  (Orjalo	  et	  al.,	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2006),	  whereas	  it	  localizes	  mainly	  at	  kinetochores	  and	  can	  only	  be	  transiently	  observed	  at	  spindle	  poles	  and	  proximal	  spindle	  fibers	  in	  HeLa	  cells	  (Loiodice	  et	  al.,	  2004;	  Orjalo	  et	  al.,	  2006),	  suggesting	  that	  the	  mechanism	  by	  which	  the	  spindle	  assembles	  in	  HeLa	  cells	  and	  Xenopus	  egg	  extracts	  might	  be	  different.	  	  	  
	   3.3	  Role	  in	  kinetochore	  functions:	  it	  was	  not	  until	  2001	  when	  Belgareh	  et	  al.	  first	  reported	  the	  localization	  of	  subunits	  of	  the	  Nup107	  complex	  to	  kinetochores	  in	  mammalian	  cells.	  Since	  then,	  different	  studies	  have	  focused	  on	  the	  possible	  role	  of	  the	  complex	  during	  mitosis	  at	  the	  kinetochores,	  although	  it	  is	  still	  unclear	  what	  is	  exactly	  its	  function	  there.	  	  	  	   	   3.3.1	  Kinetochore:	  kinetochores	  are	  complex	  proteinaceous	  assemblies	  that	  attach	  chromosomes	  to	  microtubules	  during	  mitosis.	  A	  proper	  kinetochore	  assembly	  is	  essential	  for	  correct	  segregation	  of	  chromosomes	  during	  cell	  division	  and	  more	  than	  80	  proteins	  have	  been	  described	  so	  far	  in	  the	  human	  kinetochore	  (Cheeseman	  and	  Desai,	  2008).	  The	  kinetochore	  structure	  and	  composition	  have	  been	  extensively	  studied	  using	  different	  approaches	  such	  as	  cryoelectron	  microscopy,	  mass	  spectrometry,	  electron	  tomography	  and	  X-­‐ray	  crystallography	  (Brinkley	  and	  Stubblefield,	  1966;	  Dong	  et	  al.,	  2007;	  McEwen	  et	  al.,	  2007).	  These	  studies	  revealed	  that	  the	  kinetochore	  have	  a	  trilaminar	  morphology	  composed	  of	  the	  inner,	  the	  central	  and	  the	  outer	  kinetochore.	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Figure	  10.	  Vertebrate	  kinetochore	  ultrastructure.	  A	  schematic	  of	  a	  mitotic	  chromosome	  with	  paired	  sister	  chromatids	  —	  the	  chromatid	  on	  the	  right	  is	  attached	  to	  microtubules	  and	  the	  chromatid	  on	  the	  left	  is	  unattached.	  Adapted	  from	  (Cheeseman	  and	  Desai,	  2008).	  	  The	  inner	  kinetochore	  is	  the	  region	  that	  interacts	  with	  centromeric	  chromatin.	  	  The	  principal	  subunit	  of	  the	  inner	  kinetochore	  is	  the	  histone	  H3	  variant	  CENP-­‐A	  and	  it	  was	  one	  of	  the	  first	  kinetochore	  proteins	  to	  be	  identified	  (Earnshaw	  and	  Migeon,	  1985;	  Palmer	  et	  al.,	  1991;	  Sullivan	  et	  al.,	  1994).	  CENP-­‐A	  deposition	  at	  centromeric	  regions	  is	  mediated	  by	  Mis18	  and	  KNL2	  (Fujita	  et	  al.,	  2007;	  Hayashi	  et	  al.,	  2004;	  Maddox	  et	  al.,	  2007).	  The	  central	  kinetochore	  is	  the	  region	  between	  the	  inner	  and	  the	  outer	  kinetochore	  and	  it	  has	  a	  less	  dense	  appearance	  when	  observed	  by	  electron	  microscopy.	  Finally,	  the	  outer	  kinetochore	  is	  the	  region	  that	  interacts	  with	  spindle	  microtubules.	  Two	  major	  components	  of	  the	  outer	  kinetochore	  plate	  are	  the	  Ndc80	  complex	  and	  the	  protein	  CENP-­‐F.	  The	  Ndc80	  complex	  is	  composed	  of	  four	  different	  subunits:	  Ndc80,	  Nuf2,	  Spc24	  and	  Spc25.	  The	  Ndc80	  complex	  has	  been	  extensively	  studied	  and	  X-­‐ray	  crystallography	  structures	  from	  the	  individual	  members	  have	  been	  isolated	  (Wei	  et	  al.,	  2007;	  Wei	  et	  al.,	  2006).	  The	  Ndc80	  complex	  together	  with	  the	  Mis12	  complex	  and	  KNL1	  composes	  the	  kinetochore-­‐microtubule	  network	  (KMN),	  which	  comprises	  the	  principal	  kinetochore-­‐microtubule	  attachment	  site	  in	  chromosomes.	  Functional	  assays	  of	  the	  KMN	  network	  have	  revealed	  that	  KNL1	  and	  the	  Ndc80	  complex	  are	  indispensable	  for	  the	  interaction	  between	  kinetochores	  and	  microtubules	  (Cheeseman	  et	  al.,	  2006;	  DeLuca	  et	  al.,	  2002;	  McCleland	  et	  al.,	  2003).	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Figure	  11.	  Representation	  of	  the	  Ndc80	  complex.	  The	  tetrameric	  NDC80	  complex	  composed	  of	  Ndc80,	  Nuf2,	  Spc25	  and	  Spc24.	  The	  heterodimer	  Ndc80-­‐Nuf2	  conforms	  the	  region	  of	  interaction	  with	  microtubules	  within	  the	  complex.	  Adapted	  from	  (Wang	  et	  al.,	  2008).	  	  Functional	  analysis	  of	  the	  Nup107	  complex	  in	  HeLa	  cells	  demonstrated	  that	  the	  Ndc80	  complex	  mediates	  its	  localization	  to	  the	  kinetochore	  (Zuccolo	  et	  al.,	  2007).	  Cells	  depleted	  of	  Nuf2	  or	  Ndc80	  by	  siRNA	  showed	  a	  reduction	  in	  the	  recruitment	  of	  the	  Nup107	  complex	  to	  the	  kinetochore.	  Moreover,	  it	  was	  shown	  by	  immunofluorescence	  assays	  that	  Nup133	  (a	  member	  of	  the	  Nup107	  complex)	  colocalizes	  with	  Ndc80	  at	  the	  kinetochores.	  In	  the	  same	  study,	  Zuccolo	  et	  al.	  showed	  an	  interaction	  between	  Nup133	  and	  CENP-­‐F	  (another	  outer	  kinetochore	  subunit)	  in	  a	  yeast	  two	  hybrid	  assay.	  However,	  depletion	  of	  CENP-­‐F	  by	  siRNA	  in	  HeLa	  cells	  only	  partially	  affected	  the	  targeting	  of	  Nup133	  to	  kinetochores,	  suggesting	  that	  CENP-­‐F	  is	  only	  responsible	  for	  the	  targeting	  of	  a	  minor	  fraction	  of	  the	  Nup107	  complex	  to	  the	  kinetochores.	  Overall,	  the	  Nup107	  complex	  recruitment	  to	  the	  kinetochores	  seems	  to	  be	  mediated	  mainly	  by	  the	  Ndc80	  complex	  and	  partially	  by	  CENP-­‐F,	  and	  its	  function	  could	  be	  related	  with	  the	  proper	  attachment	  of	  microtubules	  to	  the	  kinetochores.	  	  	   	   3.3.2	  Spindle	  Assembly	  Checkpoint	  (SAC):	  The	  spindle	  assembly	  checkpoint	  (SAC)	  is	  a	  mitotic	  control	  mechanism	  that	  ensures	  that	  chromosomes	  do	  not	  segregate	  until	  they	  are	  properly	  bi-­‐oriented	  and	  attached	  to	  microtubules	  (Tanaka,	  2010).	  The	  best-­‐characterized	  components	  of	  the	  SAC	  are	  Mad1,	  Mad2,	  Mad3	  (also	  known	  as	  BubR1),	  Bub1,	  Bub3	  and	  Mps1,	  which	  were	  first	  identified	  in	  yeast	  (Hoyt	  et	  al.,	  1991;	  Li	  and	  Murray,	  1991).	  During	  interphase	  Mad1	  and	  Mad2	  localize	  to	  the	  NPCs	  in	  yeast	  via	  Mlp1	  and	  Mlp2	  (Iouk	  et	  al.,	  2002;	  Scott	  et	  al.,	  2005).	  In	  Drosophila	  cells	  the	  interaction	  of	  Mad1	  and	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Mad2	  with	  the	  NPC	  is	  mediated	  by	  Mtor,	  the	  Drosophila	  ortholog	  of	  vertebrate	  Tpr	  (Katsani	  et	  al.,	  2008),	  while	  in	  Xenopus	  and	  human	  cells	  the	  interaction	  is	  mediated	  by	  Tpr	  (Campbell	  et	  al.,	  2001;	  Lee	  et	  al.,	  2008).	  The	  role	  of	  Mad1	  and	  Mad2	  at	  the	  NPC	  during	  interphase	  is	  still	  unclear	  today,	  leaving	  open	  interesting	  questions	  for	  future	  research.	  	  During	  mitosis	  in	  somatic	  mammalian	  cells	  if	  a	  single	  kinetochore	  is	  not	  properly	  attached	  to	  spindle	  microtubles,	  the	  SAC	  is	  turned	  on	  and	  delays	  the	  onset	  of	  anaphase	  by	  sequestering	  Cdc20,	  an	  activator	  of	  the	  Anaphase	  Promoting	  Complex/Cyclosome	  (APC/C)	  (Fang	  et	  al.,	  1998;	  Hwang	  et	  al.,	  1998).	  The	  APC/C	  is	  an	  E3	  ubiquitin	  ligase	  that	  targets	  key	  mitotic	  substrates	  for	  degradation,	  such	  as	  cyclin	  B	  and	  securin.	  Degradation	  of	  securin	  leads	  to	  activation	  of	  separase	  that	  has	  a	  cohesin-­‐cleaving	  activity,	  leading	  to	  anaphase	  onset	  (Stemmann	  et	  al.,	  2001).	  The	  SAC	  is	  also	  turned	  on	  by	  lack	  of	  stretch-­‐induced	  tension	  between	  kinetochores	  on	  sister	  chromatids	  (Maresca	  and	  Salmon,	  2009;	  Uchida	  et	  al.,	  2009;	  Wan	  et	  al.,	  2009).	  	  	  
	  
Figure	  12.	  Schematic	  representation	  of	  the	  SAC	  pathway.	  Activation	  of	  the	  SAC	  by	  reduced	  kinetochore-­‐microtubule	  attachment	  inhibits	  the	  APC	  by	  sequestering	  the	  APC	  subunit	  Cdc20.	  Lack	  of	  tension	  between	  sister	  chromatids	  also	  seems	  to	  generate	  an	  activation	  of	  the	  SAC.	  Adapted	  from	  (Maresca	  and	  Salmon,	  2010).	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  In	  vitro	  studies	  in	  Xenopus	  extracts	  have	  shown	  that	  there	  is	  an	  enrichment	  of	  the	  Nup107	  complex	  to	  kinetochores	  when	  they	  are	  not	  properly	  attached	  to	  spindle	  microtubules	  (Orjalo	  et	  al.,	  2006).	  In	  the	  same	  study,	  they	  showed	  that	  the	  recruitment	  of	  SAC	  proteins	  to	  kinetochores	  in	  Xenopus	  extracts	  treated	  with	  nocodazole	  (a	  microtubule	  depolymerizing	  reagent	  that	  causes	  activation	  of	  the	  SAC)	  seems	  to	  be	  independent	  of	  the	  Nup107	  complex.	  	  	  	  	  
	   3.4	  Role	  in	  CPC	  localization:	  the	  chromosome	  passenger	  complex	  (CPC)	  is	  composed	  of	  the	  protein	  kinase	  Aurora	  B	  and	  its	  regulatory	  subunits	  survivin,	  borealin	  and	  INCENP	  (Earnshaw	  and	  Bernat,	  1991).	  The	  CPC	  localizes	  to	  the	  chomosome	  arms	  during	  prophase	  controlling	  chromosome	  structure	  and	  organization.	  During	  prometaphase	  the	  CPC	  localizes	  at	  centromeres	  and	  its	  function	  is	  to	  sense	  and	  regulate	  proper	  kinetochore-­‐microtubule	  attachments.	  When	  improper	  kinetochore-­‐microtubule	  interactions	  occur,	  Aurora	  B	  will	  disrupt	  these	  interactions	  by	  phosphorylating	  the	  Ndc80	  complex	  resulting	  in	  an	  Ndc80	  complex	  that	  is	  less	  affine	  to	  microtubules.	  The	  result	  of	  this	  will	  be	  a	  "free"	  kinetochore,	  which	  in	  turn	  will	  activate	  the	  SAC	  (Biggins	  et	  al.,	  1999;	  Cheeseman	  et	  al.,	  2002;	  Hauf	  et	  al.,	  2003;	  Lampson	  et	  al.,	  2004;	  Pinsky	  et	  al.,	  2006).	  Also	  it	  has	  been	  proposed	  that	  the	  CPC	  could	  play	  a	  more	  direct	  role	  in	  the	  regulation	  of	  the	  SAC	  by	  properly	  localizing	  BubR1	  and	  Mad2	  to	  kinetochores	  (Ditchfield	  et	  al.,	  2003;	  Vader	  et	  al.,	  2007).	  Furthermore,	  it	  has	  been	  suggested	  that	  the	  CPC	  could	  play	  a	  role	  in	  directly	  inhibiting	  the	  APC	  (Vader	  et	  al.,	  2007;	  Vader	  et	  al.,	  2008).	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Figure	  13.	  Possible	  functions	  of	  the	  CPC	  in	  the	  generation	  of	  the	  "wait	  anaphase"	  signal.	  In	  response	  to	  inappropriate	  attached	  kinetochores,	  the	  CPC	  not	  only	  destabilizes	  the	  kinetochore-­‐microtubule	  attachment,	  but	  it	  could	  also	  directly	  control	  the	  SAC	  and/or	  the	  inhibition	  of	  the	  APC.	  Adapted	  from	  (Vader	  et	  al.,	  2008).	  	  During	  cytokinesis,	  the	  CPC	  localizes	  to	  the	  spindle	  midzone	  suggesting	  that	  it	  also	  plays	  a	  role	  in	  the	  last	  step	  of	  cell	  division	  (Carmena	  et	  al.,	  2009;	  Ruchaud	  et	  al.,	  2007).	  The	  Nup107	  complex	  has	  been	  shown	  to	  be	  critical	  for	  the	  localization	  of	  the	  CPC	  to	  centromeres	  during	  prometaphase	  (Platani	  et	  al.,	  2009).	  Depletion	  of	  the	  Nup107	  complex	  by	  siRNA	  against	  Seh1	  in	  HeLa	  cells	  caused	  a	  mislocalization	  of	  Aurora	  B	  at	  centromeres.	  This	  observation	  suggests	  that	  the	  Nup107	  complex	  is	  involved,	  by	  regulation	  of	  Aurora	  B	  localization,	  in	  the	  error-­‐connection	  mechanism	  that	  eliminates	  kinetochore-­‐microtubule	  mis-­‐attachments.	  Platani	  et	  al.	  also	  suggested	  that	  depletion	  of	  Seh1	  by	  siRNA	  in	  HeLa	  cells	  caused	  a	  mislocalization	  of	  Aurora	  B	  from	  the	  spindle	  midzone	  during	  cytokinesis,	  suggesting	  that	  the	  Nup107	  complex	  could	  be	  also	  playing	  a	  role	  in	  cytokinesis.	  	  	  	   3.5	  Role	  in	  microtubule	  nucleation:	  The	  γ-­‐tubulin	  ring	  complex	  (γ-­‐TuRC)	  is	  an	  essential	  and	  conserved	  microtubule	  nucleator	  (Luders	  and	  Stearns,	  2007;	  Wiese	  and	  Zheng,	  2006)	  and	  it	  has	  been	  recently	  associated	  to	  the	  Nup107	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complex	  (Mishra	  et	  al.,	  2010).	  Mishra	  et	  al.	  demonstrated	  that	  the	  γ-­‐TuRC	  complex	  interacts	  biochemically	  and	  in	  vivo	  with	  the	  Nup107	  complex	  using	  HeLa	  cells	  and	  Xenopus	  extracts.	  The	  γ-­‐TuRC	  complex	  localizes	  to	  kinetochores	  during	  mitosis	  and	  this	  localization	  is	  mediated	  by	  the	  Nup107	  complex.	  Moreover,	  both	  the	  Nup107	  and	  the	  γ-­‐TuRC	  complexes	  were	  shown	  in	  this	  study	  to	  be	  indispensable	  for	  nucleation	  of	  microtubules	  at	  kinetochores	  in	  a	  RanGTP-­‐dependent	  manner.	  	  
4.	  Objectives:	  The	  main	  objectives	  proposed	  in	  this	  thesis	  are	  the	  following:	  	  
	   1.	  To	  determine	  the	  role	  of	  Nup35	  and	  Nup107	  in	  the	  nuclear	  pore	  complex	  (NPC)	  assembly,	  nuclear	  envelope	  (NE)	  morphology	  and	  nuclear	  transport.	  	   2.	  To	  analyze	  the	  relationship	  between	  members	  of	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  during	  interphase	  and	  mitosis.	  
	   3.	  To	  understand	  the	  role	  of	  Nup107	  at	  the	  kinetochores	  during	  mitosis.	  	   4.	  To	  analyze	  the	  involvement	  of	  Nup107	  in	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint	  (SAC).	  	   5.	  To	  study	  the	  role	  of	  Nup107	  in	  development,	  including	  physiological	  aging.	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3.	  Results	  
	  
1.	  Dissection	  of	  a	  conserved	  nuclear	  pore	  subcomplex	  reveals	  a	  novel	  role	  
of	  Nup107	  in	  mitosis	  
	  
	   1.1	  Nup107/NPP-­5	  is	  required	  for	  proper	  development:	  To	  evaluate	  the	  implication	  of	  Nup107	  in	  animal	  development	  we	  characterized	  two	  mutant	  alleles	  of	  the	  C.	  elegans	  homolog	  of	  Nup107,	  encoded	  by	  the	  npp-­5	  gene.	  Allele	  
tm3039	  is	  a	  524	  bp	  deletion	  from	  the	  1st	  intron	  to	  the	  4th	  exon	  whereas	  1291	  bp	  from	  the	  4th	  exon	  to	  the	  6th	  exon	  are	  deleted	  in	  allele	  ok1966	  (Fig.	  14).	  Reverse	  transcription	  PCR	  revealed	  the	  activation	  of	  a	  cryptic	  3’	  splice	  site	  in	  tm3039,	  causing	  a	  premature	  termination	  codon	  (PTC)	  after	  35	  amino	  acid	  residues.	  The	  deletion	  in	  ok1966	  similarly	  induces	  a	  PTC	  downstream	  of	  the	  mutation,	  but	  in	  this	  case	  approximately	  one	  third	  of	  the	  ORF	  is	  intact.	  	  	  
	  
Figure	  14.	  Schematic	  representation	  of	  C.	  elegans	  Nup107	  and	  deletion	  alleles	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
npp-­5(ok196)	  and	  npp-­5(tm3039).	  Exons	  and	  introns	  are	  indicated	  by	  boxes	  and	  lines,	  respectively.	  	  We	  raised	  an	  antibody	  against	  a	  peptide	  from	  the	  N-­‐terminus	  of	  Nup107.	  As	  expected	  from	  the	  molecular	  lesion,	  neither	  Western	  blotting	  (Fig.	  15A)	  nor	  immunofluorescence	  analysis	  (Fig.	  15B)	  revealed	  a	  specific	  signal	  in	  tm3039	  mutants.	  The	  absence	  of	  signal	  in	  ok1966	  mutants	  suggested	  that	  the	  PTC	  renders	  the	  mRNA	  unstable.	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Figure	  15.	  npp-­5(tm3039)	  and	  npp-­5(ok1966)	  are	  null	  mutations	  of	  Nup107.	  (A)	  Western	  blot	  analysis	  of	  approximately	  1500	  ok1966	  and	  tm3039	  embryos	  compared	  to	  1500	  wild	  type	  embryos.	  Upper	  and	  lower	  panels	  show	  probing	  with	  α-­‐Nup107	  and	  α-­‐alpha-­‐tubulin	  antibodies	  respectively.	  In	  wild	  type	  embryos,	  Nup107	  appeared	  with	  a	  molecular	  weight	  of	  ~92	  KDa,	  while	  in	  mutant	  npp-­5(ok1966)	  and	  npp-­5(tm3039)	  embryos	  this	  band	  disappears.	  (B)	  Wild	  type	  and	  
tm3039	  embryos	  were	  fixed	  and	  stained	  with	  α-­‐Nup107	  antiserum	  (red)	  and	  monoclonal	  antibody	  mAb414	  (green).	  Chromatin	  was	  detected	  using	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merge	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left,	  illustrating	  Nup107	  and	  mAb414	  staining	  individually.	  Scale	  bars,	  10	  µm	  	  Both	  mutants	  can	  be	  propagated	  as	  homozygous	  strains,	  however,	  we	  introduced	  a	  balancer	  chromosome	  into	  each	  strain	  to	  avoid	  selection	  for	  suppressor	  mutations	  or	  epigenetic	  changes.	  Adult	  offspring	  from	  heterozygous	  animals	  consisted	  in	  26.2-­‐26.7%	  homozygous	  mutants	  (ok1966,	  n=806;	  tm3039,	  
n=757),	  indicating	  that	  maternal	  contribution	  of	  Nup107	  enables	  mutants	  to	  complete	  embryonic	  and	  larval	  development.	  Analyzing	  brood	  size	  of	  F1	  homozygous	  mutants	  revealed	  a	  decrease	  of	  21.9%	  in	  ok1966	  and	  33.4%	  in	  
tm3039	  (Table	  3;	  p<0.005).	  For	  both	  alleles	  we	  observed	  a	  low	  but	  statistically	  significant	  increase	  in	  the	  frequency	  of	  lethality	  among	  F2	  embryos	  produced	  by	  F1	  homozygous	  mutants	  (Table	  3;	  5.3-­‐7.3%).	  F2	  larval	  development	  was	  severely	  compromised	  in	  both	  mutants	  with	  only	  8.9-­‐12.0%	  of	  the	  offspring	  developing	  into	  adults	  at	  20°C	  (Fig.	  16).	  At	  25°C	  no	  offspring	  developed	  into	  fertile	  adults,	  suggesting	  a	  higher	  requirement	  for	  Nup107	  when	  developmental	  pace	  is	  increased	  (Table	  3).	  Importantly,	  ectopic	  expression	  of	  GFP-­‐Nup107	  fully	  restored	  embryonic	  and	  larval	  development	  of	  ok1966	  and	  tm3039	  mutants	  (Table	  3;	  Fig.	  16).	  Together	  with	  the	  identical	  behavior	  of	  the	  two	  mutant	  alleles	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this	  confirmed	  that	  the	  observed	  phenotypes	  could	  be	  attributed	  to	  the	  npp-­5	  gene.	  We	  therefore	  concluded	  that	  Nup107	  plays	  a	  critical	  role	  in	  C.	  elegans	  development.	  	  	  
	  
	  
Figure	  16.	  ok1966	  and	  tm3039	  generic	  phenotypes.	  Percentage	  of	  wild	  type,	  ok1966	  and	  
tm3039	  offspring	  dying	  during	  embryogenesis	  (Emb)	  or	  larval	  development	  (Lvl)	  or	  reaching	  adulthood	  (Adult).	  Error	  bars	  indicate	  the	  standard	  error	  of	  the	  mean.	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Strain	   na	  
	  Brood	  sizeb	  (average	  ±S.E.M.f)	  
Embryonic	  lethalityc	  (average	  ±S.E.M.)	  
Larval	  lethalityd	  (average	  ±S.E.M.)	  
Adultse	  (average	  ±S.E.M.)	  
Wild	  type,	  20°C	   6	   319±6	   0.7±0.2%	   0.3±0.1%	   99.0±0.1%	  Wild	  type,	  25°C	   3	   217±25	   1.8±1.0%	   0.2±0.2%	   98.0±1.1%	  
ok1966/+,	  20°C	   5	   273±10†	   2.2±0.5%	   1.0±0.3%	   96.8±0.6%	  
ok1966,	  20°C	   6	   249±15†	   5.3±1.0%*	   82.7±1.8%*	   12.0±2.1%*	  
tm3039/+,	  20°C	   5	   257±11†	   1.8±0.7%	   0.1±0.1%	   98.1±0.7%	  
tm3039,	  20°C	   10	   212±14†	   7.3±1.4%*	   83.8±1.4%*	   8.9±1.3%*	  
tm3039;	  GFP-­
Nup107,	  20°C	   9	   259±19	   1.1±0.7%	   0.8±0.2%	   98.1±0.7%	  
tm3039,	  25°C	   4	   145±14†	   18.2±4.1%*	   81.8±4.1%*	   0.0±0.0%*	  
	  
Table	  3.	  Development	  of	  ok1966	  and	  tm3039	  mutants.	  Heterozygous	  or	  first-­‐generation	  homozygous	  mutant	  L4	  hermaphrodites	  were	  incubated	  on	  NGM	  plates	  at	  indicated	  temperatures	  and	  moved	  to	  fresh	  plates	  every	  8-­‐16h.	  Wild	  type	  N2	  strain	  was	  used	  as	  control.	  a	  number	  of	  founders.	  For	  each	  founder,	  brood	  sizesb	  and	  the	  percentages	  of	  embryonic	  lethalityc,	  arrested	  or	  dead	  larvaed	  and	  adultse	  were	  determined	  after	  0h,	  24h	  and	  96h.	  f	  Standard	  error	  of	  the	  means.	  Significant	  differences	  by	  two-­‐tailed	  t-­‐test:	  †	  different	  from	  the	  wild	  type	  at	  same	  temperature	  (p<0.005).	  Significant	  differences	  by	  Chi-­‐square	  test:	  *	  different	  from	  the	  wild	  type	  at	  same	  temperature	  (p<0.001).	  	  
	  
	   1.2	  Nup107	  is	  dispensable	  for	  nuclear	  protein	  import:	  The	  developmental	  arrest	  could	  potentially	  reflect	  defects	  in	  NE	  function,	  including	  nucleocytoplasmic	  transport.	  To	  test	  this,	  we	  monitored	  the	  growth	  rate	  of	  P1	  cell	  nuclei	  following	  the	  first	  mitosis	  in	  embryos	  expressing	  green	  fluorescent	  protein	  (GFP)	  fused	  to	  histone	  H2B	  (Fig.	  17).	  While	  nuclei	  in	  embryos	  produced	  by	  heterozygous	  siblings	  (which	  for	  simplicity	  are	  referred	  to	  as	  control	  embryos	  hereafter)	  grew	  by	  0.56±0.02	  µm3/sec	  (time	  interval	  152-­‐696	  sec	  after	  anaphase	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onset;	  n=12)	  the	  rate	  was	  reduced	  to	  0.42±0.02	  µm3/sec	  in	  F2	  mutant	  embryos	  (n=13)	  (25.6%	  decrease,	  p<2*10-­‐5).	  The	  final	  size	  of	  P1	  nuclei	  was	  reduced	  by	  12.8%	  (p<0.05).	  In	  both	  control	  and	  tm3039	  embryos	  P1	  nuclei	  kept	  growing	  until	  entry	  into	  mitosis,	  which	  occurred	  after	  ~832	  sec	  in	  control	  and	  ~880	  sec	  in	  mutant	  embryos.	  Thus,	  absence	  of	  Nup107	  reduced	  nuclear	  growth	  and	  delayed	  entry	  into	  mitosis.	  	  	  
	  
Figure	  17.	  Nuclear	  growth	  over	  time	  of	  P1	  nucleus	  in	  tm3039/+	  and	  in	  tm3039.	  Size	  of	  P1	  nuclei	  was	  determined	  by	  time-­‐lapse	  microscopy,	  revealing	  a	  significant	  slower	  nuclear	  growth	  rate	  in	  
tm3039	  embryos	  (n=13)	  compared	  to	  tm3039/+	  embryos	  (n=12).	  Time	  is	  relative	  to	  P0	  anaphase	  onset.	  	  Structural	  changes	  in	  NPCs	  can	  affect	  NE	  permeability.	  Inert	  molecules	  larger	  that	  ~45	  kD	  are	  normally	  unable	  to	  cross	  the	  NE,	  but	  depletion	  of	  nucleoporins	  can	  increase	  this	  permeability	  barrier.	  We	  investigated	  whether	  this	  was	  also	  the	  case	  in	  tm3039	  embryos	  by	  injecting	  the	  gonad	  arms	  of	  hermaphrodites	  with	  mixtures	  of	  fluorescent	  dextrans	  (Galy	  et	  al.,	  2003).	  However,	  70	  kD	  and	  155	  kD	  dextrans	  were	  effectively	  excluded	  from	  nuclei	  from	  both	  control	  and	  tm3039	  embryos,	  indicating	  that	  the	  permeability	  barrier	  was	  not	  grossly	  affected	  in	  the	  absence	  of	  Nup107	  (Fig.	  18).	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Figure	  18.	  Dextran	  injections	  into	  WT	  and	  tm3039	  gonads.	  Gonads	  of	  wild	  type	  (n=14)	  and	  
tm3039	  (n=16)	  animals	  were	  injected	  with	  a	  mixture	  of	  70	  kD	  (green)	  and	  155	  kD	  (red)	  dextrans.	  Exclusion	  of	  the	  dextrans	  from	  embryonic	  nuclei	  (arrows)	  was	  observed	  by	  live	  confocal	  microscopy.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  Note	  that	  nuclei	  at	  the	  right	  of	  the	  embryo	  are	  in	  mitosis	  and	  thus	  do	  not	  show	  exclusion.	  	  	  Next,	  we	  monitored	  nuclear	  accumulation	  of	  several	  protein	  substrates	  fused	  to	  GFP.	  PIE-­‐1	  is	  a	  transcriptional	  regulator	  found	  specifically	  in	  germline	  blastomeres	  where	  it	  is	  imported	  into	  the	  nucleus	  by	  an	  unknown	  transport	  pathway	  (Reese	  et	  al.,	  2000).	  In	  both	  control	  and	  tm3039	  4-­‐cell	  stage	  embryos	  robust	  nuclear	  accumulation	  of	  GFP-­‐PIE-­‐1	  was	  observed	  in	  the	  P2	  cell,	  although	  time-­‐course	  analysis	  indicated	  a	  trend	  for	  slower	  import	  in	  the	  absence	  of	  Nup107	  (Fig.	  19A;	  p=0.40).	  Similarly,	  stress-­‐induced	  nuclear	  import	  of	  the	  transcription	  factor	  DAF-­‐16	  fused	  to	  GFP	  as	  well	  as	  constitutive	  nuclear	  import	  of	  lacZ-­‐GFP	  coupled	  to	  the	  SV40	  T-­‐antigen	  Nuclear	  Localization	  Signal	  (NLS)	  in	  intestine	  and	  vulva	  cells	  was	  normal	  in	  Nup107	  mutants	  (Fig.	  19B;	  C).	  We	  therefore	  concluded	  that	  Nup107	  is	  dispensable	  for	  importin	  α/β-­‐mediated	  nuclear	  protein	  import,	  but	  we	  cannot	  rule	  out	  that	  nucleocytoplasmic	  transport	  of	  other	  substrates	  may	  be	  Nup107-­‐dependent.	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Figure	  19.	  Import	  of	  proteins	  occurs	  normally	  in	  tm3039	  and	  ok1966	  mutants.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (A)	  Nuclear	  import	  of	  GFP-­‐PIE-­‐1	  into	  P2	  nuclei	  was	  analyzed	  by	  time-­‐lapse	  microscopy.	  Import	  in	  
tm3039	  embryos	  (n=10)	  was	  comparable	  to	  control	  embryos	  (n=10).	  Time	  is	  relative	  to	  P1	  anaphase	  onset.	  Error	  bars	  indicate	  the	  standard	  error	  of	  the	  mean.	  (B)	  Import	  of	  GFP-­‐DAF-­‐16	  in	  
ok1966	  compared	  to	  wild	  type.	  (C)	  Import	  of	  NLS-­‐LacZ-­‐GFP	  in	  ok1966	  compared	  to	  wild	  type.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  	  	   1.3	  NPC	  assembly	  can	  occur	  in	  the	  absence	  of	  Nup107:	  The	  Nup107	  complex	  is	  essential	  for	  post-­‐mitotic	  and	  interphase	  NPC	  assembly	  (D'Angelo	  et	  al.,	  2006;	  Harel	  et	  al.,	  2003b;	  Walther	  et	  al.,	  2003a)	  but	  the	  relative	  contribution	  of	  each	  member	  of	  the	  subcomplex	  has	  remained	  largely	  unknown,	  partly	  because	  siRNA	  approaches	  in	  vertebrate	  cells	  leads	  to	  a	  general	  down	  regulation	  of	  most	  or	  all	  components.	  To	  address	  the	  issue	  of	  co-­‐regulation,	  embryonic	  extracts	  from	  wild	  type	  and	  tm3039	  animals	  were	  analyzed	  by	  Western	  blotting	  using	  antibodies	  against	  Nup96	  and	  Nup133	  from	  the	  Nup107	  complex	  as	  well	  as	  Nup35,	  Nup98,	  and	  Nup153.	  Except	  for	  Nup133,	  all	  these	  nucleoporins	  were	  present	  at	  normal	  levels	  in	  tm3039	  embryos	  (Fig.	  20).	  Moreover,	  it	  was	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previously	  shown	  that	  knockdown	  of	  Nup107	  does	  not	  affect	  expression	  of	  MEL-­‐28/ELYS	  in	  C.	  elegans	  (Galy	  et	  al.,	  2006).	  Conversely,	  RNAi	  against	  Nup35	  (Rodenas	  et	  al.,	  2009),	  Nup155	  (Franz	  et	  al.,	  2005)	  or	  MEL-­‐28/ELYS	  (Galy	  et	  al.,	  2006)	  was	  shown	  not	  to	  affect	  on	  expression	  of	  Nup107.	  The	  independent	  expression	  of	  individual	  nucleoporins	  tested	  so	  far	  underlines	  the	  usefulness	  of	  
C.	  elegans	  as	  genetic	  system	  to	  dissect	  the	  function	  of	  NPC	  components	  (Gorjanacz	  et	  al.,	  2007a).	  Affinity	  purified	  antibodies	  against	  Nup133	  gave	  rise	  to	  two	  bands	  of	  the	  expected	  size	  (~128	  kD)	  in	  wild	  type	  extracts	  but,	  intriguingly,	  only	  a	  single	  band	  in	  tm3039	  (Fig.	  20).	  	  	  
	  
Figure	  20.	  Expression	  and	  localization	  of	  most	  Nups	  are	  Nup107-­independent.	  Western	  blot	  analysis	  of	  embryonic	  extracts	  showed	  similar	  expression	  levels	  of	  Nup96,	  Nup35,	  Nup98	  and	  Nup153	  in	  tm3039	  embryos	  compared	  to	  the	  wild	  type.	  In	  contrast,	  Nup133	  appeared	  as	  a	  duplet	  in	  the	  wild	  type	  but	  not	  in	  the	  mutant.	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Comparing	  extracts	  from	  wild	  type	  embryos	  to	  extracts	  from	  embryos	  produced	  by	  animals	  heterozygous	  for	  a	  Nup133	  deletion	  allele	  (ok1954)	  showed	  that	  both	  bands	  correspond	  to	  Nup133	  protein	  (Fig.	  21).	  	  
	  
	  
Figure	  21.	  WB	  in	  ok1954/+	  compared	  to	  WT	  using	  Nup133	  Abs.	  Both	  bands	  seem	  to	  correspond	  to	  Nup133	  since	  they	  are	  less	  abundant	  in	  extracts	  from	  heterozygous	  mutants.	  	  We	  next	  analyzed	  whether	  the	  lack	  of	  Nup107	  prevented	  proper	  localization	  of	  components	  of	  the	  Nup107	  complex.	  MEL-­‐28/ELYS	  and	  Nup96	  localized	  at	  the	  nuclear	  periphery	  in	  interphase	  and	  to	  kinetochores	  during	  mitosis	  in	  both	  wild	  type	  and	  tm3039	  embryos	  (Fig.	  22).	  Moreover,	  the	  monoclonal	  antibody	  mAb414,	  a	  general	  NPC	  marker,	  showed	  normal	  staining	  in	  the	  absence	  of	  Nup107.	  	  
Results
43
	  
Figure	  22.	  WT	  and	  tm3039	  embryos	  fixed	  and	  stained	  with	  α-­Nup96	  antiserum	  (A)	  and	  α-­
MEL-­28	  antiserum	  (B).	  Wild	  type	  and	  tm3039	  embryos	  were	  fixed	  and	  stained	  with	  (A)	  α-­‐Nup96	  and	  (B)	  α-­‐Mel-­‐28	  antiserum	  (red)	  and	  monoclonal	  antibody	  mAb414	  (green).	  Chromatin	  was	  detected	  using	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merge	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left,	  illustrating	  (A)	  Nup96,	  (B)	  MEL-­‐28	  and	  mAb414	  staining	  individually.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  	  Nuclear	  rim	  accumulation	  of	  Nup133	  was	  similarly	  unaffected	  by	  Nup107	  depletion	  (Fig.	  23).	  However,	  recruitment	  to	  kinetochores	  in	  mitosis	  was	  detected	  only	  in	  wild	  type	  embryos	  but	  not	  in	  tm3039	  embryos.	  	  	  
	  
Figure	  23.	  WT	  and	  tm3039	  embryos	  fixed	  and	  stained	  with	  α-­Nup133	  antiserum.	  Wild	  type	  and	  tm3039	  embryos	  were	  fixed	  and	  stained	  with	  α-­‐Nup133	  antiserum	  (red)	  and	  monoclonal	  antibody	  mAb414	  (green).	  Chromatin	  was	  detected	  using	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merge	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left,	  illustrating	  Nup133	  and	  mAb414	  staining	  individually.	  Scale	  bar,	  10	  µm.	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  The	  observation	  that	  NPC	  localization	  of	  Nup133	  was	  Nup107-­‐independent	  was	  unexpected	  since	  a	  GFP-­‐tagged	  version	  of	  human	  Nup133	  mutated	  in	  residues	  that	  mediate	  direct	  contacts	  with	  Nup107	  did	  not	  accumulate	  at	  the	  nuclear	  periphery	  (Boehmer	  et	  al.,	  2008).	  We	  therefore	  expressed	  GFP-­‐Nup133	  in	  Nup107	  mutants	  and	  control	  animals,	  which	  revealed	  that	  NPC	  localization	  of	  the	  fusion	  protein	  is	  Nup107-­‐dependent	  in	  C.	  elegans	  as	  in	  mammalian	  cells	  (Fig.	  
24).	  	  	  
	  
Figure	  24.	  GFP-­Nup133	  localization	  in	  Nup107	  RNAi	  embryos.	  GFP-­‐Nup133	  localization	  is	  impaired	  in	  Nup107	  RNAi	  embryos.	  Mock-­‐depleted	  and	  embryos	  depleted	  of	  Nup107	  by	  RNAi	  and	  expressing	  GFP-­‐Nup133	  were	  imaged	  using	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy.	  Scale	  bar,	  10	  µm.	  	  To	  investigate	  additional	  members	  of	  the	  Nup107	  complex	  we	  made	  transgenic	  strains	  expressing	  GFP	  fused	  to	  either	  Nup43	  (D'Angelo	  et	  al.,	  2009)	  or	  Nup85,	  neither	  of	  which	  has	  been	  visualized	  previously	  in	  C.	  elegans.	  As	  expected,	  both	  nucleoporins	  localized	  to	  NPCs	  and	  kinetochores	  in	  the	  wild	  type	  (Fig.	  25A;	  B).	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While	  nuclear	  rim	  and	  kinetochore	  recruitment	  of	  GFP-­‐Nup43	  was	  diminished	  in	  
tm3039	  embryos	  (Fig.	  25A)	  GFP-­‐Nup85	  was	  present	  at	  normal	  levels	  at	  the	  nuclear	  periphery	  in	  tm3039	  animals	  (Fig.	  25B).	  	  	  
	  
Figure	  25.	  Expression	  of	  GFP-­Nup43	  and	  GFP-­Nup85.	  Expression	  of	  GFP-­‐Nup43	  and	  GFP-­‐Nup85/mCherry-­‐HisH2B	  was	  analyzed	  by	  live	  microscopy.	  Whereas	  depletion	  of	  Nup107	  inhibited	  recruitment	  of	  GFP-­‐Nup43	  (n≥24	  for	  each	  treatment)	  (A),	  GFP-­‐Nup85	  was	  unaffected	  (B)	  (n≥8	  for	  each	  treatment).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merged	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	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Our	  GFP-­‐Nup85	  reporter	  was	  only	  expressed	  in	  postembryonic	  cells,	  which	  precluded	  a	  detailed	  analysis	  of	  mitosis	  in	  second-­‐generation	  mutants	  since	  divisions	  have	  largely	  ceased	  in	  these	  animals.	  In	  first	  generation	  mutants	  at	  the	  larval	  L2-­‐L3	  stage	  GFP-­‐Nup85	  localized	  to	  kinetochores	  during	  division	  of	  seam	  cells	  (data	  not	  shown),	  but	  we	  cannot	  exclude	  the	  presence	  of	  low	  amounts	  of	  maternally	  contributed	  Nup107	  protein	  in	  these	  animals.	  In	  conclusion,	  in	  the	  absence	  of	  Nup107	  only	  Nup133	  showed	  a	  dramatic	  reduction	  and	  only	  at	  the	  kinetochore,	  suggesting	  that	  NPC	  assembly	  and	  stability	  of	  the	  Nup107	  complex	  is	  largely	  Nup107-­‐independent.	  	  	   1.4	  Localization	  of	  Nup107	  depends	  on	  most	  other	  subcomplex	  
members:	  Having	  observed	  that	  most	  nucleoporins	  behave	  normally	  in	  Nup107-­‐depleted	  animals	  we	  asked	  the	  reciprocal	  question:	  which	  members	  of	  the	  Nup107	  complex	  are	  required	  to	  properly	  localize	  Nup107?	  Using	  the	  rescuing	  GFP-­‐Nup107	  strain	  (Table	  3)	  we	  analyzed	  Nup107	  dynamics	  in	  control	  and	  RNAi-­‐treated	  embryos.	  Upon	  depletion	  of	  Nup85	  the	  signal	  of	  GFP-­‐Nup107	  was	  reduced	  at	  both	  the	  nuclear	  periphery	  and	  at	  kinetochores	  whereas	  RNAi	  against	  Nup96	  and	  Nup160	  completely	  abolished	  Nup107	  recruitment	  (Fig.	  26).	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Figure	  26.	  Nup107	  localization	  is	  sensitive	  to	  perturbations	  of	  other	  Nup107	  complex	  
members.	  Still	  images	  from	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  of	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Nup107	  (green)	  and	  mCherry-­‐HIS-­‐58	  (red).	  RNAi	  against	  Nup85,	  Nup96/98	  or	  Nup160	  inhibited	  proper	  localization	  of	  GFP-­‐Nup107	  during	  interphase	  (top	  rows)	  and	  metaphase	  (bottom	  rows)	  (n≥8	  for	  each	  treatment).	  Boxed	  regions	  in	  the	  right	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bar,	  10	  µm.	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  Targeting	  Nup96	  caused	  moreover	  severe	  chromosome	  segregation	  defects	  in	  mitosis.	  Because	  Nup96	  and	  Nup98	  are	  translated	  as	  a	  precursor	  polypeptide	  from	  a	  common	  mRNA,	  RNAi	  efficiently	  knocks	  down	  expression	  of	  both	  nucleoporins	  (Galy	  et	  al.,	  2003).	  Thus,	  these	  phenotypes	  may	  be	  contributed	  to	  the	  lack	  of	  either	  Nup96	  or	  Nup98	  or	  both.	  Analyzing	  endogenous	  Nup107	  by	  immunofluorescence	  confirmed	  the	  dependency	  on	  Nup96/98,	  Nup160	  and	  MEL-­‐28/ELYS	  for	  correct	  localization	  of	  Nup107	  (Fig.	  27).	  In	  contrast,	  we	  found	  that	  RNAi	  against	  Seh1	  did	  not	  impede	  recruitment	  of	  Nup107.	  Together,	  this	  suggests	  that	  while	  the	  Nup107	  complex	  is	  stable	  in	  the	  absence	  of	  Nup107,	  Nup107	  itself	  is	  very	  sensitive	  to	  perturbations	  of	  the	  NPC	  subcomplex.	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Figure	  27.	  Perturbations	  of	  the	  Nup107	  complex	  prevent	  proper	  localization	  of	  Nup107.	  RNAi	  treated	  embryos	  were	  fixed	  and	  stained	  with	  α-­‐Nup107	  antiserum	  (red)	  and	  monoclonal	  antibody	  mAb414	  (green).	  Chromatin	  was	  detected	  using	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Boxed	  regions	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	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   1.5	  Nup107	  is	  required	  for	  efficient	  assembly	  of	  kinetochores	  and	  
Aurora	  B	  recruitment:	  The	  mitotic	  localization	  of	  the	  Nup107	  complex	  to	  kinetochores	  led	  to	  the	  hypothesis	  that	  nucleoporins	  could	  be	  directly	  involved	  in	  chromosome	  segregation	  (Belgareh	  et	  al.,	  2001).	  In	  support	  of	  this,	  HeLa	  cells	  with	  reduced	  Nup107	  and	  Seh1	  loading	  onto	  kinetochores	  showed	  increase	  frequency	  of	  misaligned	  chromosomes	  during	  metaphase	  (Zuccolo	  et	  al.,	  2007).	  To	  test	  if	  depletion	  of	  Nup107	  affects	  proper	  kinetochore	  assembly	  in	  C.	  elegans	  we	  monitored	  the	  behavior	  of	  outer	  kinetochore	  proteins	  Nuf2/HIM-­‐10	  and	  Mis12/MIS-­‐12,	  members	  of	  the	  Ndc80	  and	  Mis12	  complexes,	  respectively.	  Quantification	  of	  GFP-­‐Nuf2	  at	  kinetochores	  of	  metaphase	  chromosomes	  revealed	  a	  39%	  reduction	  in	  tm3039	  embryos	  (Fig.	  28A;	  p<0.01),	  whereas	  GFP-­‐Mis12	  localization	  was	  Nup107-­‐independent	  (Fig.	  28B;	  p≈0.62).	  These	  results	  suggest	  that	  Nup107	  is	  required	  for	  specific	  aspects	  of	  outer	  kinetochore	  assembly.	  	  	  
	  
	  
Figure	  28.	  Nup107	  is	  required	  for	  efficient	  localization	  of	  Nuf2.	  Still	  images	  from	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  of	  control	  (tm3039/+)	  and	  tm3039	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Nuf2	  (A)	  and	  GFP-­‐Mis12	  (B).	  Boxed	  regions	  in	  the	  central	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  Graphs	  on	  the	  right	  represent	  mean	  fluorescence	  intensities	  measured	  in	  5*2.3	  µm2	  rectangles	  perpendicular	  to	  the	  metaphase	  plates.	  Position	  is	  relative	  to	  the	  centre	  of	  metaphase	  chromosomes.	  Error	  bars	  indicate	  the	  standard	  error	  of	  the	  mean.	  n≥15	  in	  both	  experiments.	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  The	  fidelity	  of	  bipolar	  microtubule	  attachment	  to	  kinetochores	  is	  monitored	  by	  the	  CPC,	  which	  includes	  INCENP,	  Survivin,	  Borealin	  and	  the	  protein	  kinase	  Aurora	  B.	  We	  tested	  if	  CPC	  recruitment	  is	  Nup107-­‐dependent	  by	  measuring	  GFP-­‐Aurora	  B/AIR-­‐2	  levels	  on	  mitotic	  chromatin.	  This	  revealed	  a	  34%	  reduction	  of	  chromatin-­‐associated	  GFP-­‐Aurora	  B	  during	  metaphase	  in	  tm3039	  embryos	  as	  compared	  to	  control	  embryos	  (Fig.	  29;	  p<0.01).	  Thus,	  we	  concluded	  that	  Nup107	  is	  required	  for	  proper	  localization	  of	  specific	  kinetochore	  and	  CPC	  components.	  	  
	  
Figure	  29.	  Nup107	  is	  required	  for	  efficient	  localization	  of	  Aurora	  B.	  Still	  images	  from	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  of	  control	  (tm3039/+)	  and	  tm3039	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Aurora	  B.	  Boxed	  regions	  in	  the	  central	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bar,	  10	  µm.	  Graphs	  on	  the	  right	  represent	  mean	  fluorescence	  intensities	  measured	  in	  5*2.3	  µm2	  rectangles	  perpendicular	  to	  the	  metaphase	  plates.	  Position	  is	  relative	  to	  the	  centre	  of	  metaphase	  chromosomes.	  Error	  bars	  indicate	  the	  standard	  error	  of	  the	  mean.	  n≥15	  	  
	  	   1.6.	  Microtubule	  density	  at	  kinetochores	  is	  unaffected	  in	  Nup107	  
mutants:	  The	  defects	  observed	  at	  kinetochore	  assembly	  and	  the	  reduced	  recruitment	  of	  Aurora	  B	  to	  mitotic	  chromatin	  in	  the	  absence	  of	  Nup107	  prompted	  us	  to	  investigate	  the	  dynamics	  of	  microtubules	  in	  Nup107	  mutant	  embryos.	  We	  crossed	  the	  npp-­5(tm3039)	  mutants	  with	  a	  strain	  expressing	  GFP-­‐tubulin	  and	  mCherry-­‐H2B	  and	  quantified	  the	  amount	  of	  microtubules	  in	  proximity	  of	  the	  metaphase	  plate	  in	  one	  cell	  embryos.	  	  We	  observed	  that	  the	  density	  of	  microtubules	  at	  the	  metaphase	  plate	  is	  slightly	  reduced	  in	  homozygous	  Nup107	  mutants	  compared	  to	  heterozygous	  mutants,	  but	  this	  difference	  was	  not	  statistically	  significant	  (Fig.	  30;	  p>0.2).	  Thus,	  depletion	  of	  Nup107	  does	  not	  significantly	  alter	  the	  amount	  of	  microtubules	  at	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the	  metaphase	  plate	  although	  we	  cannot	  exclude	  the	  possibility	  that	  the	  attachment	  of	  microtubules	  to	  kinetochores	  is	  affected	  in	  Nup107	  mutants.	  	  	  
	  
Figure	  30.	  Microtubule	  density	  in	  proximity	  of	  the	  metaphase	  plate	  in	  Nup107	  mutants.	  Still	  images	  from	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  of	  control	  (tm3039/+)	  and	  tm3039	  embryos	  expressing	  GFP-­‐tubulin.	  Boxed	  regions	  in	  the	  central	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  Graphs	  on	  the	  bottom	  represent	  mean	  fluorescence	  intensities	  measured	  in	  3*6	  µm2	  rectangles	  at	  the	  metaphase	  plates.	  Position	  is	  relative	  to	  the	  centre	  of	  metaphase	  chromosomes.	  Error	  bars	  indicate	  the	  standard	  error	  of	  the	  mean.	  n≥15	  	  
	  	  	   1.7	  The	  spindle	  assembly	  checkpoint	  can	  be	  activated	  in	  the	  absence	  
of	  Nup107:	  Unattached	  kinetochores	  due	  either	  to	  defective	  kinetochore	  assembly	  or	  Aurora	  B-­‐mediated	  correction	  of	  syn-­‐	  and	  merotelic	  MT-­‐kinetochore	  attachments	  activate	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint	  (SAC)	  (Lampson	  and	  Cheeseman,	  2010;	  Tanaka,	  2010).	  Based	  on	  our	  observation	  that	  Nuf2	  and	  Aurora	  B	  localization	  is	  partially	  compromised	  in	  tm3039	  embryos	  we	  addressed	  two	  questions:	  Does	  the	  absence	  of	  Nup107	  at	  kinetochores	  in	  itself	  trigger	  activation	  of	  the	  SAC?	  Can	  the	  SAC	  be	  activated	  in	  cells	  lacking	  Nup107?	  To	  answer	  the	  first	  question	  we	  investigated	  whether	  SAC	  proteins	  Mad1/MDF-­‐1	  and	  Mad2/MDF-­‐2	  localized	  to	  mitotic	  chromatin	  in	  tm3039	  embryos.	  In	  contrast	  to	  the	  situation	  in	  most	  vertebrate	  cells,	  C.	  elegans	  Mad1	  and	  Mad2	  accumulate	  on	  chromatin	  only	  if	  cells	  are	  stressed	  during	  mitosis	  (Essex	  et	  al.,	  2009;	  Yamamoto	  et	  al.,	  2008).	  Live	  recordings	  of	  Nup107-­‐depleted	  embryos	  revealed	  faint	  but	  reproducible	  accumulation	  of	  GFP-­‐Mad1	  on	  chromatin	  during	  metaphase,	  suggesting	  that	  absence	  of	  Nup107	  lead	  to	  activation	  of	  the	  SAC	  (Fig.	  
31A).	  GFP-­‐Mad2	  recruitment	  was	  however	  not	  observed,	  possibly	  due	  to	  a	  strong	  fluorescent	  signal	  from	  soluble	  protein	  (Fig.	  31B).	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Figure	  31.	  Mad1	  and	  Mad2	  localization	  in	  Nup107	  depleted	  embryos.	  Still	  images	  from	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  of	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Mad1	  (A)	  or	  GFP-­‐Mad2	  (B)	  and	  mCherry-­‐HisH2B.	  (A)	  Depletion	  of	  Nup107	  induces	  recruitment	  of	  GFP-­‐Mad1	  to	  metaphase	  chromosomes	  (arrow)	  (n=10).	  (B)	  Depletion	  of	  Nup107	  does	  not	  trigger	  detectable	  accumulation	  of	  GFP-­‐Mad2	  on	  mitotic	  chromatin	  (n=12).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merge	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  	  We	  next	  induced	  a	  situation	  of	  massive	  mono-­‐	  and	  syntelic	  MT-­‐kinetochore	  attachment	  by	  preventing	  centrosome	  duplication	  through	  RNAi-­‐mediate	  loss	  of	  ZYG-­‐1	  protein	  (Essex	  et	  al.,	  2009;	  Yamamoto	  et	  al.,	  2008).	  As	  previously	  shown,	  SAC	  proteins	  strongly	  accumulated	  on	  mitotic	  chromatin	  of	  two-­‐cell	  stage	  zyg-­
1(RNAi)	  embryos	  (Fig.	  32).	  Since	  depletion	  of	  Nup107	  did	  not	  interfere	  with	  localization	  of	  GFP-­‐Mad1	  or	  GFP-­‐Mad2	  in	  zyg-­1(RNAi)	  embryos	  (Fig.	  32A;	  B),	  we	  concluded	  that	  Nup107	  is	  dispensable	  for	  SAC	  activation,	  at	  least	  upon	  strong	  stimuli,	  such	  as	  monopolar	  spindle	  formation.	  Similarly,	  the	  Nup107	  complex	  is	  not	  required	  for	  triggering	  the	  SAC	  in	  cell-­‐free	  Xenopus	  extracts	  (Orjalo	  et	  al.,	  2006).	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Figure	  32.	  Recruitment	  of	  Mad1	  and	  Mad2	  when	  the	  SAC	  is	  activated.	  GFP-­‐Mad1	  (A)	  and	  GFP-­‐Mad2	  (B)	  accumulation	  on	  chromosomes	  attached	  to	  monopolar	  spindles	  in	  zyg-­1(RNAi)	  embryos	  is	  unaffected	  by	  depletion	  of	  Nup107	  (n=3).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merged	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  	  	   1.8	  Mad1	  localizes	  to	  NPCs	  through	  a	  direct	  interaction	  with	  Nup107:	  Initially	  described	  in	  budding	  yeast,	  Mad1	  and	  to	  some	  degree	  also	  Mad2	  accumulate	  at	  NPCs	  in	  several	  cell	  types	  during	  interphase	  (Campbell	  et	  al.,	  2001;	  Iouk	  et	  al.,	  2002).	  In	  interphase	  cells	  of	  C.	  elegans	  embryos,	  GFP-­‐Mad1	  also	  shows	  enhanced	  signal	  at	  the	  NE	  in	  addition	  to	  diffuse	  nucleoplasmic	  staining	  (Fig.	  33A	  top).	  Strikingly,	  the	  NE	  accumulation	  of	  GFP-­‐Mad1	  was	  absent	  in	  Nup107-­‐depleted	  embryos,	  whereas	  the	  intranuclear	  signal	  was	  normal	  (Fig.	  
33A	  bottom).	  Immunofluorescence	  analysis	  of	  endogenous	  Mad1	  in	  control	  and	  
tm3039	  embryos	  confirmed	  these	  observations	  (Fig.	  33B),	  demonstrating	  that	  Nup107	  is	  strictly	  required	  to	  localize	  Mad1	  to	  the	  NE.	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Figure	  33.	  NPC	  localization	  of	  spindle	  assembly	  checkpoint	  protein	  Mad1	  depends	  on	  
Nup107.	  (A)	  Still	  images	  from	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  of	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Mad1	  (green)	  and	  mCherry-­‐HisH2B	  (red).	  Localization	  of	  GFP-­‐Mad1	  to	  NPCs	  in	  interphase	  is	  abolished	  in	  the	  absence	  of	  Nup107	  (n=14).	  (B)	  Wild	  type	  and	  tm3039	  embryos	  were	  fixed	  and	  stained	  with	  
α-­‐Mad1	  antiserum	  (red)	  and	  mAb414	  (green).	  Chromatin	  was	  detected	  using	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merged	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  	  	  To	  investigate	  if	  Mad1	  accumulates	  at	  NPCs	  via	  a	  physical	  interaction	  with	  Nup107	  we	  expressed	  the	  two	  proteins	  in	  budding	  yeast,	  fused	  to	  either	  the	  Gal4	  activation	  domain	  or	  the	  Gal4	  DNA	  binding	  domain.	  Only	  when	  Mad1	  and	  Nup107	  fusion	  proteins	  were	  expressed	  simultaneously	  did	  the	  yeast	  grow	  on	  media	  lacking	  the	  selectable	  markers	  histidine	  and	  adenine	  (Fig.	  34	  top),	  suggesting	  that	  the	  two	  proteins	  interact	  directly.	  Because	  budding	  yeast	  Mad1p	  and	  Nup53p	  have	  been	  demonstrated	  to	  interact	  physically	  (Scott	  et	  al.,	  2005)	  we	  also	  tested	  whether	  this	  was	  the	  case	  for	  the	  C.	  elegans	  homologs	  Mad1/MDF-­‐1	  and	  Nup35/NPP-­‐19.	  However,	  we	  did	  not	  observe	  any	  interaction	  in	  the	  yeast-­‐two-­‐hybrid	  assay	  (Fig.	  34	  bottom),	  which	  indicates	  that	  Mad1	  interacts	  with	  the	  NPC	  in	  a	  species-­‐specific	  manner.	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Figure	  34.	  Nup107	  physically	  interacts	  with	  Mad1	  in	  yeast	  2-­hybrid	  assays.	  Full-­‐length	  cDNAs	  of	  Nup107	  and	  Mad1	  were	  cloned	  into	  prey	  and	  bait	  vectors,	  respectively,	  and	  used	  to	  transform	  yeast	  cells.	  Growth	  on	  selective	  (–TLHA)	  medium	  was	  only	  supported	  when	  the	  two	  genes	  were	  present	  together.	  No	  interaction	  was	  observed	  between	  Nup35	  and	  Mad1.	  
	  	  	  	   1.9	  Nup107-­deficient	  embryos	  are	  hypersensitive	  to	  Mad1	  
perturbation:	  Our	  observation	  that	  Nup107	  is	  partially	  responsible	  for	  Mad1	  localization	  prompted	  us	  to	  investigate	  if	  they	  interact	  genetically.	  Indeed,	  we	  found	  that	  while	  depletion	  of	  the	  proteins	  singly	  caused	  only	  3-­‐5%	  embryonic	  lethality,	  RNAi	  against	  Mad1	  in	  tm3039	  animals	  led	  to	  85±7%	  embryonic	  lethality	  (Fig.	  35;	  p<0.001).	  Mad2/MDF-­‐2,	  which	  forms	  a	  complex	  with	  Mad1	  showed	  an	  intermediate	  degree	  of	  synthetic	  embryonic	  lethality	  with	  Nup107	  (32±6%;	  p<0.001),	  whereas	  depletion	  of	  SAC	  proteins	  BubR1/SAN-­‐1	  or	  Bub3/BUB-­‐3	  did	  not	  enhance	  lethality	  in	  tm3039	  embryos	  (p>0.73).	  Thus,	  Nup107	  displayed	  a	  synthetic	  lethality	  phenotype	  specifically	  with	  the	  Mad1/Mad2	  complex	  of	  the	  SAC.	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Figure	  35.	  Nup107	  and	  Mad1	  interact	  genetically.	  Embryonic	  lethality	  was	  measured	  following	  RNAi	  against	  different	  members	  of	  the	  SAC	  in	  wild	  type	  and	  tm3039	  animals	  (n>600	  embryos	  in	  all	  experiments).	  	  The	  implication	  of	  Nup107	  in	  kinetochore	  assembly	  and	  Aurora	  B	  localization	  suggested	  that	  chromatin	  segregation	  might	  be	  impaired	  in	  the	  absence	  of	  Nup107.	  Moreover,	  the	  synthetic	  interaction	  of	  Nup107	  with	  Mad1	  and	  Mad2	  could	  reflect	  that	  these	  SAC	  proteins	  are	  required	  to	  prevent	  chromatin	  segregation	  defects	  in	  tm3039	  embryos	  by	  inducing	  an	  anaphase	  delay.	  Indeed,	  immunofluorescence	  analysis	  of	  tm3039	  mutants	  revealed	  chromatin	  bridges	  in	  10%	  of	  the	  embryos	  (p<0.05),	  a	  phenotype	  never	  observed	  in	  control	  embryos	  (Fig.	  36).	  RNAi	  against	  Mad1	  caused	  5%	  chromatin	  bridges	  in	  control	  embryos,	  whereas	  a	  dramatic	  increase	  to	  49%	  (p<0.001)	  was	  observed	  upon	  depletion	  of	  Mad1	  from	  tm3039	  embryos.	  Thus,	  Mad1	  is	  required	  to	  prevent	  chromosome	  missegregation	  in	  the	  absence	  of	  Nup107.	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Figure	  36.	  tm3039	  embryos	  show	  problems	  of	  DNA	  segregation	  when	  Mad1	  is	  depleted.	  Wild	  type	  and	  tm3039	  animals	  treated	  with	  control	  or	  Mad1	  RNAi	  were	  fixed	  and	  stained	  with	  α-­‐alpha-­‐tubulin	  (green).	  Chromatin	  was	  detected	  using	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merged	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left.	  Percentages	  of	  embryos	  presenting	  DNA	  segregation	  defects	  are	  indicated	  in	  the	  graph,	  demonstrating	  a	  synthetic	  phenotype	  in	  embryos	  simultaneously	  depleted	  for	  Nup107	  and	  Mad1.	  	  It	  was	  recently	  found	  that	  loss	  of	  cyclin	  B3	  induces	  a	  strong	  SAC-­‐dependent	  mitotic	  arrest	  (Deyter	  et	  al.,	  2010),	  which	  we	  hypothesized	  might	  also	  require	  Nup107.	  Since	  chromatin	  segregation	  is	  virtually	  abolished	  upon	  depletion	  of	  cyclin	  B3	  (Deyter	  et	  al.,	  2010)	  we	  used	  other	  events	  to	  monitor	  mitotic	  progression:	  we	  defined	  ‘anaphase’	  based	  on	  centrosome	  behavior	  and	  cleavage	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furrow	  ingression	  (~80	  sec	  after	  anaphase	  onset	  in	  control	  embryos).	  Compared	  to	  control	  embryos,	  time	  from	  pronuclear	  meeting	  (prophase)	  to	  anaphase	  was	  increased	  by	  115%	  in	  embryos	  depleted	  for	  cyclin	  B3	  (Fig.	  37;	  p<0.001).	  Timing	  was	  unaffected	  in	  Nup107	  mutants	  incubated	  on	  control	  RNAi	  plates	  (p=0.10),	  but	  the	  cyclin	  B3-­‐induced	  mitotic	  delay	  was	  partially	  alleviated	  by	  removal	  of	  Nup107	  (17%;	  p=0.01).	  	  
	  
Figure	  37.	  Mitotic	  delay	  induced	  by	  depletion	  of	  cyclin	  B3	  is	  partially	  alleviated	  by	  
depletion	  of	  Nup107.	  Time	  from	  pronuclear	  meeting	  (PNM)	  to	  anaphase	  was	  measured	  following	  incubation	  on	  control	  or	  cyclin	  B3	  RNAi	  plates	  for	  30	  h	  (n≥5	  for	  all	  treatments).	  Error	  bars	  indicate	  the	  standard	  error	  of	  the	  mean.	  	  As	  an	  alternative	  way	  to	  test	  if	  Nup107	  is	  required	  for	  proper	  SAC	  function	  we	  examined	  response	  to	  oxygen	  deprivation.	  C.	  elegans	  embryos	  have	  a	  remarkable	  capacity	  to	  withstand	  anoxic	  stress.	  Under	  conditions	  of	  low	  oxygen	  embryos	  arrest	  development	  and	  enter	  a	  stage	  known	  as	  suspended	  animation.	  This	  behavior	  is	  SAC-­‐dependent,	  implying	  a	  metaphase	  arrest	  although	  cells	  may	  also	  be	  blocked	  in	  prophase	  (Hajeri	  et	  al.,	  2010;	  Nystul	  et	  al.,	  2003).	  To	  investigate	  if	  embryos	  lacking	  Nup107	  are	  fully	  competent	  to	  enter	  suspended	  animation	  we	  placed	  control	  and	  tm3039	  embryos	  under	  hypoxic	  conditions	  for	  21h	  before	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returning	  them	  to	  normal	  atmosphere.	  Strikingly,	  while	  the	  hypoxia	  stress	  only	  modestly	  decreased	  the	  frequency	  of	  control	  embryos	  developing	  into	  fertile	  adults	  (7.5%	  decrease,	  p<0.001),	  only	  1.1%	  of	  tm3039	  embryos	  developed	  into	  fertile	  adults	  following	  the	  hypoxia	  treatment	  (87%	  decrease,	  p<0.001;	  Fig.	  38).	  This	  suggests	  that	  loss	  of	  Nup107	  sensitizes	  cells	  so	  they	  cannot	  withstand	  stress	  which	  otherwise	  would	  have	  been	  tolerated	  via	  a	  SAC-­‐induced	  mitotic	  arrest.	  From	  these	  results	  we	  concluded	  that	  Nup107	  is	  required	  for	  efficient	  cell	  cycle	  arrest	  under	  stress	  induced	  by	  either	  perturbation	  of	  cell	  cycle	  regulators	  or	  hypoxia.	  	  
	  
	  
Figure	  38.	  tm3039	  and	  tm3039/+	  under	  hypoxia	  conditions.	  Embryos	  from	  tm3039/+	  and	  
tm3039	  animals	  were	  exposed	  to	  hypoxia	  for	  21h.	  After	  recovery	  under	  normoxic	  conditions	  development	  into	  fertile	  adults	  was	  determined,	  revealing	  a	  severe	  effect	  in	  tm3039	  mutants	  (n>600	  embryos	  in	  all	  experiments).	  Error	  bars	  indicate	  the	  standard	  error	  of	  the	  mean.	  	  
	   1.10	  Nup107	  and	  the	  aging	  phenomena:	  Nucleoporins	  that	  build	  the	  scaffold	  NPC,	  such	  as	  the	  Nup107	  complex,	  are	  very	  stably	  associated	  with	  the	  NPC	  (Rabut	  et	  al.,	  2004)	  and	  are	  proposed	  to	  exchange	  only	  once	  per	  cell	  cycle,	  when	  the	  NE	  breaks	  down	  (D'Angelo	  et	  al.,	  2009).	  According	  to	  this	  theory,	  cells	  that	  have	  stopped	  dividing	  would	  thus	  have	  the	  same	  NPCs	  throughout	  their	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entire	  life	  span,	  which	  means	  that	  NPCs	  would	  be	  subject	  to	  age-­‐dependent	  damage	  affecting	  their	  function	  and	  nuclear	  integrity.	  	  In	  support	  of	  this	  idea,	  there	  have	  been	  different	  studies	  that	  relate	  alterations	  of	  the	  nuclear	  structure	  with	  the	  aging	  phenomenon	  (Haithcock	  et	  al.,	  2005;	  Herndon	  et	  al.,	  2002).	  Haithcock	  et	  al.	  showed	  that	  the	  nuclear	  structure	  suffers	  age-­‐dependent	  alterations,	  such	  as	  loss	  of	  perinuclear	  heterochromatin	  and	  nuclear	  shape.	  In	  particular,	  they	  proposed	  that	  the	  nuclear	  lamina	  is	  an	  excellent	  marker	  for	  the	  aging	  process,	  since	  it	  changes	  morphologically	  as	  the	  cell	  ages.	  They	  showed	  that	  mutants	  for	  lamin	  in	  C.	  elegans	  (lmn-­1(tm1502))	  live	  significantly	  shorter	  than	  the	  wild	  type.	  Conversely,	  long-­‐lived	  mutants	  affected	  in	  the	  insulin	  signaling	  pathway	  maintained	  smooth	  and	  uniform	  nuclear	  appearance	  longer	  than	  wild	  type	  animals.	  Similarly	  to	  the	  reported	  phenotype	  for	  lmn-­1(tm1502)	  mutants,	  we	  also	  observed	  that	  npp-­5	  (tm3039)	  mutants	  live	  considerably	  shorter	  than	  wild	  type	  nematodes	  (Fig.	  39).	  	  	  	  
	  
Figure	  39.	  Life	  span	  of	  tm3039	  is	  shorter	  than	  WT's.	  tm3039	  and	  WT	  nematodes	  were	  separated	  from	  their	  progeny	  and	  their	  life	  span	  was	  monitored.	  The	  life	  span	  of	  tm3039	  mutants	  is	  28%	  shorter	  than	  WT's.	  	  Following	  this	  observation,	  we	  were	  interested	  in	  exploring	  if	  Nup107	  had	  any	  implication	  in	  the	  aging	  process.	  Therefore	  we	  monitored	  the	  behavior	  of	  LMN-­‐1-­‐GFP	  at	  nuclei	  of	  hypodermal	  cells	  in	  tm3039	  mutants	  compared	  to	  the	  wild	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type	  over	  time.	  Based	  on	  the	  nuclear	  morphology	  and	  the	  GFP	  signal	  distribution,	  we	  characterize	  the	  behavior	  of	  LMN-­‐1-­‐GFP	  over	  time	  into	  four	  different	  classes	  (Fig.	  40).	  	  
	  
Figure	  40.	  Morphology	  of	  the	  nucleus	  over	  time	  can	  be	  categorized	  into	  4	  distinct	  classes.	  Class	  I:	  Nucleus	  present	  a	  regular	  shape;	  Class	  II:	  LMN-­‐1-­‐GFP	  shows	  enhanced	  intranuclear	  signal;	  Class	  III:	  LMN-­‐1-­‐GFP	  aggregates	  in	  strong	  foci	  and	  the	  nucleus	  looses	  its	  regular	  shape;	  Class	  IV:	  Nuclei	  start	  to	  aggregate.	  	  We	  captured	  images	  of	  the	  head,	  tail	  and	  central	  part	  of	  tm3039	  and	  wild	  type	  nematodes	  at	  the	  confocal	  microscope	  every	  two	  days	  and	  classified	  the	  nuclei	  of	  hypodermal	  cells.	  After	  5.5	  days	  54%	  of	  nuclei	  in	  wild	  type	  animals	  belonged	  to	  classes	  I	  and	  II	  (t=0	  was	  considered	  ~L1	  stage),	  whereas	  91%	  of	  nuclei	  in	  tm3039	  mutants	  had	  accumulated	  changes	  typical	  of	  classes	  III	  and	  IV	  (Fig.	  41).	  Thus,	  nuclei	  of	  tm3039	  mutants	  seem	  to	  age	  faster	  than	  the	  wild	  type	  and	  class	  IV	  nuclei	  are	  exclusively	  found	  in	  the	  older	  tm3039	  nematodes.	  The	  hypodermis	  of	  
C.	  elegans	  consists	  of	  several	  syncytial	  cells	  of	  which	  the	  hyp7	  containing	  139	  nuclei	  covers	  the	  majority	  of	  the	  body	  (WormAtlas,	  Altun,	  Z.F.,	  Herndon,	  L.A.,	  Crocker,	  C.,	  Lints,	  R.	  and	  Hall,	  D.H.	  (ed.s)	  2002-­‐2010	  http://www.wormatlas.org).	  Our	  observations	  suggest	  that	  Nup107	  could	  be	  an	  essential	  protein	  for	  the	  proper	  positioning	  of	  the	  nuclei	  of	  hypodermal	  cells	  within	  the	  syncytium	  in	  older	  animals.	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Figure	  41.	  Nuclear	  morphology	  over	  time	  in	  tm3039	  and	  wild	  type	  nematodes.	  (A)	  Confocal	  images	  of	  the	  nuclei	  of	  hypodermal	  cells	  over	  time	  using	  as	  a	  marker	  LMN-­‐1-­‐GFP.	  Note	  that	  the	  nuclei	  morphology	  after	  6	  days	  in	  tm3039	  mutants	  resembles	  the	  nuclei	  morphology	  of	  WT	  after	  9	  days.	  (B)	  Graphic	  representation	  of	  the	  morphology	  of	  the	  nuclei	  over	  time	  of	  the	  tm3039	  versus	  wild	  type	  nematodes.	  Note	  that	  after	  12.5	  days	  all	  the	  tm3039	  mutants	  were	  dead,	  considering	  t=0	  as	  the	  L1	  stage.	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2.	  Early	  embryonic	  requirement	  for	  nucleoporin	  Nup35/NPP-­19	  in	  nuclear	  
assembly	  During	  this	  thesis	  we	  were	  also	  interested	  in	  understanding	  the	  role	  of	  another	  nucleoporin	  that	  belongs	  to	  the	  NPC	  called	  Nup35.	  As	  mentioned	  in	  the	  introduction,	  postmitotic	  NPC	  biogenesis	  involves	  four	  essential	  steps.	  Others	  and	  we	  were	  able	  to	  place	  the	  Nup107	  complex	  at	  the	  second	  step	  of	  NPC	  biogenesis,	  just	  after	  MEL-­‐28	  is	  recruited	  to	  chromatin,	  to	  form	  what	  is	  known	  as	  the	  "prepore"	  (Franz	  et	  al.,	  2007;	  Galy	  et	  al.,	  2006;	  Gillespie	  et	  al.,	  2007;	  Rasala	  et	  al.,	  2006).	  	  	  On	  the	  other	  hand,	  Nup35	  and	  other	  soluble	  nucleoporins	  have	  been	  shown	  to	  be	  involved	  at	  the	  last	  step	  of	  postmitotic	  NPC	  assembly	  (Franz	  et	  al.,	  2005;	  Hawryluk-­‐Gara	  et	  al.,	  2008;	  Rodenas	  et	  al.,	  2009).	  Below	  we	  show	  the	  results	  that	  confirmed	  that	  indeed	  Nup35	  plays	  a	  critical	  role	  at	  the	  fourth	  and	  last	  step	  of	  postmitotic	  NPC	  assembly	  (Rodenas	  et	  al.,	  2009).	  	   	  	  	   2.1	  Characterization	  of	  Nup35/NPP-­19	  mutant	  allele	  tm2886:	  To	  investigate	  the	  function	  of	  Nup35/NPP-­‐19	  in	  C.	  elegans	  we	  combined	  RNAi	  experiments	  with	  other	  genetic	  approaches.	  Initially,	  we	  characterized	  a	  novel	  mutant	  allele,	  tm2886	  (kindly	  provided	  by	  Dr.	  Shohei	  Mitani).	  Reverse	  transcriptase	  PCR	  and	  Western	  blot	  analyses	  showed	  that	  embryos	  from	  homozygous	  npp-­19(tm2886)	  hermaphrodites	  (hereafter	  termed	  tm2886	  embryos)	  express	  Nup35	  lacking	  amino	  acid	  residues	  (aa)	  217–286	  (Figs.	  42A;	  
B).	  Interestingly,	  the	  amount	  of	  mutant	  Nup35	  protein	  present	  in	  tm2886	  embryos	  is	  reduced	  to	  approximately	  20–25%	  of	  wild	  type	  levels	  suggesting	  that	  the	  mutant	  mRNA	  and/or	  the	  truncated	  protein	  is	  unstable	  (Fig.	  42B).	  tm2886	  animals	  can	  be	  propagated	  under	  standard	  conditions	  but	  show	  43–56%	  embryonic	  lethality	  at	  15–20	  °C	  (Table	  4).	  At	  25	  °C	  the	  embryonic	  lethality	  increases	  significantly	  to	  86%,	  which	  is	  similar	  to	  the	  lethality	  observed	  when	  expression	  of	  Nup35	  is	  knocked	  down	  by	  RNAi	  (96%;	  Table	  4,	  Fig.	  42D;(Galy	  et	  al.,	  2003)).	  Western	  blot	  analysis	  of	  tm2886	  embryos	  after	  incubation	  for	  10	  h	  at	  either	  20	  °C	  or	  25	  °C	  revealed	  that	  the	  amount	  of	  mutant	  Nup35	  protein	  is	  temperature-­‐	  independent	  (Fig.	  42C),	  ruling	  out	  that	  increased	  lethality	  observed	  at	  25	  °C	  is	  caused	  by	  a	  further	  reduction	  in	  Nup35	  levels.	  Instead,	  we	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propose	  that	  embryos	  require	  additional	  Nup35	  activity	  at	  25	  °C	  as	  compared	  to	  20	  °C.	  Alternatively,	  mutant	  Nup35	  protein	  may	  not	  properly	  fold	  at	  elevated	  temperatures.	  Expression	  of	  Nup35	  fused	  to	  GFP	  restored	  embryonic	  viability	  of	  
tm2886	  embryos	  at	  20	  °C	  and	  partially	  at	  25	  °C	  (Table	  4).	  These	  data	  demonstrate	  that	  the	  phenotypes	  observed	  in	  tm2886	  are	  due	  to	  the	  deletion	  in	  the	  npp-­19	  gene	  and	  indicate	  that	  GFP-­‐Nup35	  can	  functionally	  replace	  endogenous	  Nup35.	  Finally,	  we	  note	  that	  the	  tm2886	  embryos	  that	  hatch	  develop	  in	  most	  cases	  into	  fertile	  adults	  (87%,	  Table	  4),	  suggesting	  that	  Nup35	  function	  is	  most	  critically	  required	  during	  embryogenesis.	  The	  remaining	  animals	  die	  during	  larval	  stages	  (13%,	  data	  not	  shown).	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Figure	  42.	  NPP-­19	  levels	  are	  reduced	  in	  tm2886	  and	  npp-­19(RNAi)	  embryos.	  (A)	  Schematic	  representation	  of	  human	  Nup35	  (AAM76704),	  C.	  elegans	  NPP-­‐19	  (Q09601)	  and	  budding	  yeast	  Nup53p	  (Q03790).	  Blue	  boxes	  indicate	  a	  highly	  conserved	  MPPN	  (RRM-­‐like)	  domain	  (Handa	  et	  al.,	  2006);	  yellow	  boxes	  indicate	  a	  putative	  membrane-­‐associated	  amphipathic	  alpha	  helix	  (Marelli	  et	  al.,	  2001);	  pins	  mark	  the	  position	  of	  phenylalanine-­‐glycine	  (FG)	  dipeptides.	  A	  magenta	  box	  in	  C.	  elegans	  NPP-­‐19	  represents	  three	  aa	  (ILQ)	  present	  in	  the	  NPP-­‐19b	  splice	  isoforms,	  which	  are	  absent	  in	  the	  NPP-­‐19a	  isoform.	  A	  red	  scratchboard	  bar	  indicates	  the	  region	  deleted	  in	  
tm2886.	  (B)	  Western	  blot	  analysis	  of	  approximately	  1200	  tm2886	  embryos	  compared	  with	  a	  titration	  of	  wild	  type	  embryos	  (6-­‐100%;	  ~70-­‐1200	  embryos).	  Upper	  and	  lower	  panels	  show	  probing	  with	  α-­‐Nup35	  antiserum	  and	  α-­‐alpha-­‐tubulin	  antibodies,	  respectively.	  In	  wild	  type	  embryos,	  Nup35	  appeared	  with	  a	  molecular	  weight	  of	  ~46	  kDa,	  while	  in	  mutant	  embryos	  a	  specific	  Nup35	  band	  was	  observed	  at	  ~36	  kDa,	  consistent	  with	  the	  molecular	  lesion	  in	  the	  
tm2886	  allele.	  A	  non-­‐specific	  cross-­‐reacting	  band	  of	  ~61	  kDa	  is	  indicated	  (asterisk).	  (C)	  Wild	  type	  and	  tm2886	  embryos	  developing	  at	  20°C	  or	  25°C	  were	  analyzed	  with	  affinity	  purified	  α-­‐Nup35	  (top)	  or	  α-­‐alpha-­‐tubulin	  (bottom)	  antibodies.	  (D)	  Control	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  analyzed	  by	  Western	  blotting	  using	  antibodies	  directed	  against	  Nup35/NPP-­‐19,	  Nup96/NPP-­‐10-­‐C,	  Nup107/NPP-­‐5,	  Nup153/NPP-­‐7	  or	  Nup155/NPP-­‐8.	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Strain	   na	   Embryonic	  lethalityb	  (average	  ±S.D.d)	  
Hatched	  embryos	  →	  fertile	  adultc	  (average	  ±S.D.)	  N2	  wild	  type,	  15°C	   555	   0.6±0.5%	   N.D.e	  N2	  wild	  type,	  20°C	   1206	   0.6±1.0%	   99.3±1.4%	  N2	  wild	  type,	  25°C	   748	   2.2±2.4%	   N.D.	  
npp-­19(tm2886),	  15°C	   419	   55.6±18.0%*,†	   N.D.	  
npp-­19(tm2886),	  20°C	   1133	   42.5±15.7%*	   86.8±7.2%*	  
npp-­19(tm2886),	  25°C	   632	   86.2±12.1%*,†	   N.D.	  
npp-­19(tm2886);	  
gfp::Nup35,	  20°C	   243	   4.7±6.2%*,†	   N.D.	  
npp-­19(tm2886);	  
gfp::Nup35,	  25°C	   138	   21.6±7.1%*,‡	   N.D.	  N2	  control	  RNAi,	  20°C	   431	   0.4±0.4%	   N.D.	  N2	  Nup35	  RNAi,	  20°C	   662	   96.0±5.6%*	   N.D.	  	  
Table	  4.	  Development	  of	  tm2886	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos.Young	  gravid	  hermaphrodites	  were	  incubated	  for	  1	  h	  on	  NGM	  plates	  at	  indicated	  temperatures.	  The	  number	  of	  embryos	  analyzeda,	  percentage	  of	  embryonic	  lethalityb	  and	  percentage	  of	  hatched	  embryos	  that	  developed	  into	  fertile	  adultsc	  was	  determined	  after	  0h,	  24h	  and	  96h,	  respectively.	  d	  Standard	  deviation.	  e	  Not	  determined.	  Significant	  differences	  by	  Chi-­‐square	  test:	  *	  different	  from	  the	  wild	  type	  or	  control	  RNAi	  at	  same	  temperature	  (p<0.001);	  †	  different	  from	  npp-­19(tm2886)	  at	  20°C	  (p<0.001);	  ‡	  different	  from	  npp-­19(tm2886)	  at	  25°C	  (p<0.001).	  	  	  	   2.2	  Reduced	  Nup35	  activity	  causes	  chromosome	  missegregation	  and	  
nuclear	  morphology	  defects:	  To	  examine	  if	  tm2886	  and	  Nup35	  RNAi	  embryonic	  lethality	  can	  be	  attributed	  to	  abnormal	  NE	  structure,	  embryos	  were	  analyzed	  by	  immunofluorescence	  microscopy.	  Monoclonal	  antibody	  mAb414	  that	  recognizes	  C.	  elegans	  nups	  Nup96/NPP-­‐10-­‐C,	  Nup98/NPP-­‐10-­‐N,	  and	  Nup358/NPP-­‐9	  was	  used	  together	  with	  specific	  antibodies	  against	  MEL-­‐28,	  a	  nucleoporin	  discovered	  recently	  based	  on	  its	  role	  in	  NE	  assembly	  (Fernandez	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and	  Piano,	  2006;	  Galy	  et	  al.,	  2006).	  More	  than	  95%	  of	  nuclei	  in	  tm2886	  embryos	  (n>100)	  obtained	  from	  nematodes	  grown	  at	  20	  °C	  showed	  normal	  mAb414	  and	  α-­‐MEL-­‐28	  staining	  (Fig.	  43A,	  top;	  Fig.	  44).	  In	  contrast,	  tm2886	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  developing	  at	  25	  °C	  and	  20	  °C,	  respectively,	  displayed	  severe	  defects	  in	  nuclear	  morphology	  and	  mAb414	  staining	  (Figs.	  43A,	  bottom	  right;	  B,	  right).	  As	  expected	  from	  the	  Western	  blot	  analysis	  above,	  Nup35	  localization	  to	  the	  nuclear	  periphery	  was	  strongly	  reduced	  in	  tm2886	  embryos	  as	  well	  as	  in	  Nup35	  embryos	  (Fig.	  43).	  However,	  the	  remaining	  Nup35	  detected	  at	  the	  nuclear	  rim	  in	  
tm2886	  embryos	  indicates	  that	  Nup35	  aa	  217–286	  are	  dispensable	  for	  NE	  targeting.	  Strikingly,	  during	  cytokinesis	  we	  observed	  chromatin	  associated	  with	  the	  cleavage	  furrow	  in	  more	  than	  half	  of	  Nup35	  RNAi	  and	  tm2886	  embryos	  at	  restrictive	  temperature	  (n>100),	  suggesting	  that	  wild	  type	  Nup35	  activity	  is	  required	  for	  correct	  chromosome	  segregation	  during	  mitosis	  (Figs.	  43A,	  bottom	  
right;	  B,	  right).	  	  
	  
Figure	  43.	  Perturbation	  of	  NPP-­19	  activity	  results	  in	  nuclear	  morphology	  and	  chromatin	  
segregation	  defects.	  Control,	  tm2886	  (A)	  and	  Nup35	  RNAi	  (B)	  embryos	  were	  fixed	  and	  stained	  using	  α-­‐Nup35	  antiserum	  (green)	  and	  monoclonal	  antibody	  mAb414	  (red).	  Chromatin	  was	  detected	  using	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Boxed	  regions	  in	  the	  merged	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  to	  the	  left,	  illustrating	  Nup35	  and	  mAb414	  staining	  individually.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	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Figure	  44.	  NPCs	  are	  assembled	  normally	  in	  tm2886	  mutants	  at	  20°C.	  Embryos	  from	  wild	  type	  and	  tm2886	  homozygous	  mutant	  animals	  grown	  at	  20°C	  were	  fixed	  and	  stained	  using	  α-­‐MEL-­‐28	  antiserum	  (green)	  and	  monoclonal	  antibody	  mAb414	  (red).	  Chromatin	  was	  stained	  using	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  	  	  	  
	   2.3	  Live	  imaging	  of	  tm2886	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos:	  We	  next	  crossed	  
tm2886	  with	  strains	  expressing	  fluorescent	  NE	  and	  chromatin	  markers	  to	  characterize	  in	  greater	  detail	  the	  defects	  in	  embryos	  with	  reduced	  Nup35	  activity.	  For	  all	  strains	  (including	  RNAi	  experiments	  described	  below),	  at	  least	  five	  embryos	  were	  observed	  by	  confocal	  time-­‐lapse	  microscopy	  and	  the	  most	  frequent	  phenotype	  (≥80%)	  is	  reported	  here.	  Initially,	  we	  focused	  on	  Nup107/NPP-­‐5	  as	  a	  marker	  for	  the	  Nup107–160	  NPC	  subcomplex,	  which	  is	  essential	  for	  NPC	  formation	  (Franz	  et	  al.,	  2005;	  Harel	  et	  al.,	  2003b;	  Walther	  et	  al.,	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2003a).	  In	  wild	  type	  embryos,	  GFP-­‐Nup107	  accumulated	  at	  the	  NE	  prior	  to	  mitosis	  and	  relocalized	  to	  kinetochores	  subsequent	  to	  NEBD	  (Fig.	  45A,	  left;	  (Franz	  et	  al.,	  2005)).	  Completion	  of	  oocyte	  meiosis	  and	  polar	  body	  extrusion	  appeared	  normal	  in	  tm2886	  zygotes	  developing	  at	  25	  °C	  (data	  not	  shown).	  	  	  	  	  GFP-­‐Nup107	  still	  localized	  to	  the	  nuclear	  periphery	  but	  nuclear	  morphology	  and	  behavior	  was	  abnormal:	  Indicative	  of	  NE	  defects,	  pronuclei	  were	  considerably	  smaller	  than	  in	  wild	  type	  embryos	  and	  failed	  to	  juxtapose	  properly	  (Fig.	  45A,	  
middle,	  −3:40)	  (Askjaer	  et	  al.,	  2002).	  Frequently,	  the	  sperm-­‐derived	  pronucleus	  was	  more	  severely	  affected	  than	  its	  oocyte-­‐derived	  counterpart	  (arrow	  in	  Fig.	  
45A,	  middle,	  −	  3:40;	  66%,	  n	  =	  32).	  Moreover,	  alignment	  of	  chromosomes	  (visualized	  by	  mCherry-­‐histone	  H2B/HIS-­‐58)	  on	  the	  metaphase	  plate	  was	  defective	  and	  chromosomes	  failed	  to	  be	  properly	  incorporated	  into	  the	  mitotic	  spindle	  of	  1-­‐cell	  stage	  tm2886	  embryos	  (arrow	  in	  Fig.	  45A,	  middle,	  0:00).	  Unsuccessful	  segregation	  of	  chromosomes	  caused	  chromatin	  to	  become	  trapped	  in	  the	  cytokinetic	  furrow	  and	  resulted	  in	  an	  abnormal	  nuclear	  appearance	  (Fig.	  
45A,	  middle,	  6:00).	  Similarly,	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos,	  GFP-­‐Nup107	  continued	  to	  localize	  to	  chromatin,	  but	  recruitment	  to	  the	  nuclear	  periphery	  in	  interphase	  cells	  was	  irregular	  (Fig.	  45B,	  right).	  Moreover,	  upon	  extended	  periods	  of	  RNAi	  treatment	  (∼40	  h)	  we	  frequently	  observed	  that	  the	  pronuclei	  failed	  to	  properly	  interact	  and	  centrosomes	  often	  detached	  from	  the	  sperm-­‐derived	  pronucleus.	  Together,	  these	  defects	  likely	  prevented	  normal	  chromosome	  congression	  during	  mitosis	  (Fig.	  45B,	  right,	  −	  4:40–0:00).	  To	  investigate	  if	  the	  failure	  to	  properly	  congress	  chromosomes	  on	  the	  metaphase	  plate	  may	  be	  a	  consequence	  of	  nuclear	  morphology	  defects,	  we	  took	  advantage	  of	  the	  temperature-­‐sensitive	  properties	  of	  tm2886.	  Mutant	  embryos	  were	  incubated	  at	  20	  °C	  until	  approximately	  2	  min	  before	  NEBD,	  at	  which	  point	  embryos	  were	  shifted	  to	  25	  °C.	  Pronuclei	  in	  these	  embryos	  were	  only	  slightly	  smaller	  than	  in	  wild	  type	  embryos	  and	  were	  juxtaposed	  correctly	  (Fig.	  45A,	  
right,	  −3:40).	  Importantly,	  chromosome	  alignment	  on	  the	  metaphase	  plate	  as	  well	  as	  kinetochore	  and	  NE	  recruitment	  of	  GFP-­‐Nup107	  were	  normal	  (Fig.	  45A,	  
right).	  Nuclear	  growth	  after	  mitosis	  was	  however	  reduced.	  Thus,	  defects	  in	  chromosome	  alignment	  and	  segregation	  appear	  to	  correlate	  with	  defects	  in	  pronuclear	  morphology.	  Shifting	  tm2886	  embryos	  from	  25	  °C	  to	  20	  °C	  at	  the	  2-­‐
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cell	  or	  4-­‐cell	  stage	  did	  not	  improve	  viability	  as	  compared	  to	  embryos	  kept	  constantly	  at	  25	  °C	  (Table	  5).	  Conversely,	  up-­‐shift	  of	  2–4-­‐cell	  stage	  tm2886	  embryos	  from	  20	  °C	  to	  25	  °C	  did	  not	  increase	  lethality	  as	  compared	  to	  embryos	  kept	  constantly	  at	  20	  °C	  (Table	  5).	  This	  demonstrates	  that	  wild	  type	  Nup35	  activity	  is	  most	  critically	  required	  in	  the	  1-­‐cell	  zygote	  and	  possibly	  also	  during	  oocyte	  maturation.	  Despite	  the	  dramatic	  defects	  at	  the	  1-­‐	  and	  2-­‐cell	  stages,	  cells	  of	  tm2886	  embryos	  continued	  to	  divide	  for	  approximately	  100	  min	  (4–5	  division	  rounds)	  after	  which	  development	  slowed	  down	  and	  eventually	  arrested	  in	  mid-­‐gastrulation	  after	  ∼200	  min	  (Fig.	  46).	  	  
	  
Figure	  45.	  Live	  observation	  of	  tm2886	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  reveals	  early	  embryonic	  
defects.	  Selected	  frames	  from	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  of	  control,	  tm2886	  (A)	  and	  Nup35	  RNAi	  (B)	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Nup107	  (green)	  and	  mCherry-­‐HIS-­‐58	  (red).	  Time	  (min:sec)	  relative	  to	  onset	  of	  the	  first	  zygotic	  anaphase	  is	  indicated.	  Boxed	  regions	  in	  merged	  panels	  are	  shown	  on	  the	  left,	  illustrating	  GFP-­‐Nup107	  localization	  at	  higher	  magnification.	  Arrows	  highlight	  sperm-­‐derived	  pronuclei,	  and	  asterisks	  indicate	  centrosome	  localization	  (inferred	  from	  DIC	  images)	  in	  selected	  frames.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	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Temp	  pre-­‐dissectiona	   Temp	  post-­‐dissectionb	   Embryonic	  stagec	   n	   Embryonic	  lethalityd	  (average	  ±S.D.	  e)	  20°C	   >4-­‐cell	   382	   44.1±18.8%	  20°C	   25°C	   2-­‐4-­‐cell	   137	   33.8±10.5%	  20°C	   2-­‐4-­‐cell	   138	   87.6±7.9%*,†	  25°C	   25°C	   >4-­‐cell	   445	   90.0±11.0%*,†	  	  
Table	  5.	  Temperature	  shift	  of	  tm2886	  reveals	  an	  early	  embryonic	  Nup35	  requirement.	  	  	  	  	  	  	  	  	  a	  Gravid	  tm2886	  hermaphrodites	  were	  incubated	  for	  6	  h	  at	  indicated	  temperature	  prior	  to	  dissection.	  Embryos	  were	  separated	  into	  two	  groups:	  2-­‐4-­‐cell	  stage	  and	  >4-­‐cell	  stage	  embryosc	  (1-­‐cell	  stage	  embryos	  were	  discarded)	  that	  were	  incubated	  at	  either	  20°C	  or	  25°Cb.	  d	  Embryonic	  lethality	  was	  determined	  after	  24h.	  e	  Standard	  deviation.	  Significant	  differences	  by	  Chi-­‐square	  test:	  *	  different	  from	  embryos	  incubated	  constantly	  at	  20°C	  (p<0.001);	  †	  different	  from	  embryos	  shifted	  from	  20°C	  to	  25°C	  at	  2-­‐4-­‐cell	  stage	  (p<0.001).	  	  
	  
Figure	  46.	  tm2886	  embryos	  arrest	  development	  during	  mid-­gastrulation.	  Two	  wild	  type	  embryos	  (right)	  co-­‐expressing	  GFP-­‐LEM-­‐2	  (green)	  and	  mCherry-­‐HIS-­‐58	  (red)	  and	  two	  tm2886	  embryos	  (left)	  co-­‐expressing	  GFP-­‐Nup107	  (green)	  and	  mCherry-­‐HIS-­‐58	  (red)	  were	  mounted	  together	  and	  imaged	  using	  confocal	  time-­‐lapse	  microscopy	  at	  ~25°C.	  Selected	  maximum	  projections	  of	  5	  serial	  sections	  (in	  the	  z-­‐axis)	  taken	  at	  15	  min	  intervals	  are	  shown	  with	  corresponding	  DIC	  images.	  Time	  relative	  to	  the	  start	  of	  recording	  is	  shown,	  which	  corresponds	  to	  the	  first	  embryonic	  cell	  division	  of	  the	  left-­‐most	  tm2886	  embryo	  and	  the	  right-­‐most	  control	  embryo.	  The	  upper	  tm2886	  embryo	  suffered	  osmotic	  damage	  during	  dissection	  and	  should	  be	  ignored.	  An	  arrow	  highlights	  abnormal	  chromatin	  distribution	  in	  the	  AB	  cell	  of	  the	  tm2886	  embryo,	  which	  terminates	  development	  after	  ~200	  min.	  Scale	  bar,	  10	  µm.	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   2.4	  Lack	  of	  Nup35	  affects	  asynchronous	  cell	  division:	  Monitoring	  the	  second	  round	  of	  division	  in	  tm2886	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  revealed	  that	  Nup35	  is	  required	  for	  proper	  cell	  cycle	  timing	  in	  both	  daughter	  cells	  of	  the	  P0	  zygote.	  Measured	  from	  first	  cytokinesis,	  anaphase	  onset	  in	  the	  anterior	  AB	  cell	  was	  delayed	  8%	  in	  tm2886	  embryos	  and	  29%	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos	  	  	  	  	  	  	  	  	  (Table	  6).	  For	  the	  posterior	  P1	  cell,	  the	  effect	  was	  more	  pronounced	  with	  a	  delay	  of	  42%	  in	  tm2886	  embryos	  and	  63%	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos.	  AB	  and	  P1	  have	  different	  sizes	  and	  fates	  and	  AB	  divides	  normally	  ∼2.5	  min	  before	  P1	  (Bao	  et	  al.,	  2008;	  Deppe	  et	  al.,	  1978).	  However,	  this	  asynchrony	  was	  dramatically	  increased	  in	  both	  tm2886	  embryos	  (∼7	  min)	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  (∼7.5	  min)	  (Figs.	  
47A,	  B;	  Table	  6).	  In	  79%	  of	  tm2886	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  (n	  =	  33),	  lagging	  chromosomes	  were	  detected	  during	  division	  of	  the	  AB	  cell	  whereas	  this	  phenotype	  was	  observed	  in	  only	  10%	  of	  diving	  P1	  cells	  (Fig.	  47A).	  Thus,	  the	  longer	  cell	  cycle	  delay	  observed	  in	  P1	  as	  compared	  with	  AB	  correlated	  inversely	  with	  defects	  in	  chromosome	  segregation.	  The	  delay	  in	  cell	  cycle	  timing	  upon	  depletion	  of	  Nup35	  suggested	  that	  a	  checkpoint(s)	  may	  be	  activated	  in	  the	  absence	  of	  this	  nucleoporin.	  To	  investigate	  the	  role	  of	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint	  we	  depleted	  tm2886	  embryos	  for	  MDF-­‐2,	  the	  C.	  elegans	  homolog	  of	  yeast	  Mad2p	  (Encalada	  et	  al.,	  2005).	  Compared	  to	  control	  embryos,	  tm2886;	  Mad2	  RNAi	  embryos	  did	  not	  exhibit	  significant	  delays	  in	  either	  AB	  or	  P1	  cell	  divisions,	  although	  the	  asynchrony	  between	  the	  divisions	  remained	  slightly	  elevated	  (Fig.	  47B;	  Table	  6).	  We	  conclude	  that	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint	  is	  activated	  in	  the	  AB	  and	  P1	  cells	  in	  the	  absence	  of	  Nup35	  and	  contributes	  to	  delaying	  cell	  division.	  We	  next	  examined	  the	  role	  of	  the	  DNA	  replication	  checkpoint	  by	  depleting	  ATL-­‐1,	  which	  is	  required	  to	  both	  protect	  cells	  against	  damage	  arising	  from	  defective	  DNA	  replication	  and	  repair	  and	  establish	  asynchrony	  between	  the	  AB	  and	  P1	  divisions	  (Brauchle	  et	  al.,	  2003).	  In	  accordance	  with	  this	  latter	  function,	  depletion	  of	  ATL-­‐1	  in	  tm2886	  embryos	  specifically	  affected	  timing	  of	  P1	  cell	  division	  (Table	  6),	  thereby	  restoring	  normal	  degree	  of	  asynchrony	  between	  AB	  and	  P1	  division	  (Fig.	  47B;	  
Table	  6).	  This	  suggests	  that	  the	  P1	  cell	  is	  particularly	  sensitive	  to	  decreased	  Nup35	  activity	  and	  that	  depletion	  of	  Nup35	  leads	  to	  activation	  of	  an	  ATL-­‐1-­‐	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dependent	  checkpoint	  in	  this	  blastomere.	  	  
Strain	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   na	   AB	  divisionb	  (average	  ±S.D.c)	   P1	  divisiond	  (average	  ±S.D.)	   P1	  delaye	  (average	  ±S.D.)	   P1/AB	  ratiof	  (average	  ±S.D.)	  Control	   17	   661±54	  sec	   809±50	  sec	   147±19	  sec	   1.22±0.04	  Nup35	  RNAi	   33	   853±75	  sec*	   1316±113	  sec*	   467±122	  sec*	   1.56±0.18*	  
tm2886	   18	   714±110	  sec	   1149±227	  sec*	   460±192	  sec*	   1.67±0.26*	  
tm2886;	  ATL-­‐1	  RNAi	   9	   726±69	  sec	   931±76	  sec‡	   206±100	  sec†	   1.29±0.16†	  
tm2886;	  Mad2	  RNAi	   5	   540±97	  sec‡	   768±176	  sec‡	   228±90	  sec‡	   1.42±0.11‡	  	  
Table	  6.	  Depletion	  of	  Nup35	  induces	  checkpoint-­dependent	  cell	  cycle	  delays.	  a	  Number	  of	  embryos	  monitored	  by	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy.	  b	  Time	  from	  P0	  cytokinesis	  to	  AB	  anaphase	  onset.	  c	  Standard	  deviation.	  d	  Time	  from	  P0	  cytokinesis	  to	  P1	  anaphase	  onset.	  e	  Time	  from	  AB	  anaphase	  onset	  to	  P1	  anaphase	  onset.	  f	  Ratio	  between	  AB	  division	  and	  P1	  division.	  Significant	  differences	  by	  two-­‐tailed	  t-­‐test:	  *	  different	  from	  control	  embryos	  (p<0.002);	  †	  different	  from	  npp-­19(tm2886)	  embryos	  (p<0.005);	  ‡	  different	  from	  npp-­19(tm2886)	  embryos	  (p<0.05).	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Figure	  47.	  Depletion	  of	  Nup35	  slows	  cell	  cycle	  progression	  and	  increases	  asynchrony	  
between	  the	  AB	  and	  P1	  cell	  divisions.	  (A)	  Control	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  co-­‐expressing	  GFP-­‐α-­‐tubulin/TBA-­‐2	  (green)	  and	  mCherry-­‐HIS-­‐58	  (red)	  were	  imaged	  using	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  as	  described	  in	  Fig.	  17.	  Boxed	  regions	  in	  merged	  panels	  are	  shown	  at	  higher	  magnification	  on	  the	  left,	  illustrating	  chromatin	  morphology.	  Arrows	  highlight	  defects	  in	  chromosome	  segregation.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  (B)	  Asynchrony	  between	  the	  AB	  and	  P1	  cell	  divisions	  in	  control,	  Nup35	  RNAi,	  tm2886,	  tm2886;	  ATL-­‐1	  RNAi	  and	  tm2886;	  Mad2	  RNAi	  embryos	  expressed	  as	  the	  ratio	  of	  time	  between	  P0	  cytokinesis	  to	  P1	  anaphase	  over	  the	  time	  between	  P0	  cytokinesis	  to	  AB	  anaphase.	  Probability	  values	  (p)	  from	  two-­‐tailed	  t-­‐tests	  are	  shown.	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   2.5	  Depletion	  of	  Nup35	  induces	  structural	  NE	  defects:	  To	  characterize	  the	  structural	  and	  molecular	  defects	  induced	  by	  Nup35	  depletion,	  we	  analyzed	  NE	  dynamics	  in	  further	  detail.	  Nup155/	  NPP-­‐8	  is	  essential	  for	  NPC	  formation	  (Franz	  et	  al.,	  2005)	  and	  has	  been	  shown	  to	  interact	  physically	  with	  Nup35	  in	  vertebrates	  (Hawryluk-­‐Gara	  et	  al.,	  2008;	  Hawryluk-­‐Gara	  et	  al.,	  2005).	  We	  therefore	  decided	  to	  investigate	  the	  behavior	  of	  Nup155	  in	  the	  absence	  of	  Nup35.	  GFP-­‐Nup155	  localization	  to	  the	  NE	  in	  late	  anaphase	  was	  disrupted	  following	  Nup35	  depletion	  (Fig.	  48A,	  3:00).	  Later	  in	  interphase,	  GFP-­‐Nup155	  eventually	  appeared	  at	  the	  nuclear	  periphery	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos	  at	  significantly	  reduced	  levels	  (Fig.	  48A,	  9:20).	  Analysis	  of	  endogenous	  Nup155	  by	  immunofluorescence	  likewise	  demonstrated	  a	  decreased	  NE	  localization	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos	  (Fig.	  49A).	  We	  have	  previously	  observed	  that	  depletion	  of	  Nup155	  prevents	  nuclear	  rim	  accumulation	  of	  Nup35	  (Franz	  et	  al.,	  2005).	  Thus,	  Nup35	  and	  Nup155	  show	  a	  mutual	  dependency	  for	  NE	  localization.	  Depleting	  Nup35	  from	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Nup45/58/NPP-­‐4	  induced	  an	  identical	  phenotype	  as	  obtained	  for	  GFP-­‐Nup155	  (data	  not	  shown).	  From	  these	  experiments,	  we	  conclude	  that	  Nup35	  regulates	  Nup155	  and	  Nup45/58	  recruitment.	  Additionally,	  Nup35	  is	  required	  for	  the	  correct	  distribution	  of	  Nup107,	  suggesting	  an	  important	  role	  for	  Nup35	  in	  NPC	  assembly.	  In	  addition	  to	  NPCs,	  the	  NE	  consists	  of	  inner	  and	  outer	  nuclear	  membranes	  and	  an	  underlying	  nuclear	  lamina	  (Hetzer	  et	  al.,	  2005).	  To	  analyze	  if	  Nup35	  is	  required	  for	  assembly	  of	  these	  essential	  structures,	  we	  monitored	  the	  behavior	  of	  the	  inner	  nuclear	  membrane	  protein	  LEM-­‐2	  and	  lamin/LMN-­‐1	  fused	  to	  fluorescent	  proteins.	  Similar	  to	  the	  defects	  in	  Nup155	  and	  Nup45/58	  recruitment,	  YFP-­‐LMN-­‐1	  levels	  at	  the	  nuclear	  periphery	  were	  strongly	  reduced	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos,	  implying	  that	  nuclear	  lamina	  assembly	  is	  Nup35-­‐dependent	  (Fig.	  48B).	  In	  contrast,	  GFP-­‐LEM-­‐2	  recruitment	  was	  unaffected	  in	  Nup35	  RNAi	  (Fig.	  48C)	  and	  tm2886	  embryos	  (Fig.	  50).	  Thus,	  Nup35	  appears	  to	  be	  dispensable	  for	  targeting	  of	  nuclear	  membrane	  to	  the	  chromatin	  surface	  after	  mitosis.	  	  
Results
77
	  
Figure	  48.	  Depletion	  of	  Nup35	  inhibits	  NPC	  and	  nuclear	  lamina	  formation.	  Control	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  co-­‐expressing	  mCherry-­‐HIS-­‐58	  with	  various	  GFP/YFP	  fusion	  proteins	  were	  imaged	  using	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  as	  described	  in	  Fig.	  17.	  Higher	  magnification	  views	  of	  boxed	  regions	  shown	  in	  merged	  panels	  highlight	  localization	  of	  (A)	  GFP-­‐Nup155,	  (B)	  YFP-­‐LMN-­‐1,	  and	  (C)	  GFP-­‐LEM-­‐2.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	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Figure	  49.	  The	  localizations	  of	  Nup155	  and	  Nup35	  to	  the	  NE	  are	  inter-­dependent.	  Control,	  Nup35	  RNAi	  (A)	  and	  Nup155	  RNAi	  (B)	  embryos	  were	  fixed	  and	  stained	  with	  monoclonal	  antibody	  mAb414	  (red)	  and	  either	  α-­‐Nup155	  antiserum	  (A,	  green)	  or	  α-­‐Nup35	  antiserum	  (B,	  green).	  Chromatin	  was	  stained	  with	  Hoechst	  33258	  (blue).	  Higher	  magnification	  views	  of	  boxed	  regions	  are	  shown	  on	  the	  left.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	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Figure	  50.	  GFP-­LEM-­2	  is	  recruited	  to	  the	  chromatin	  surface	  in	  tm2886	  embryos.	  Wild	  type	  and	  tm2886	  embryos	  expressing	  GFP-­‐LEM-­‐2	  (green)	  and	  mCherry-­‐HIS-­‐58	  (red)	  were	  imaged	  using	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy.	  Time	  (min:sec)	  relative	  to	  the	  onset	  of	  the	  first	  zygotic	  anaphase	  is	  indicated.	  Boxed	  regions	  in	  merged	  panels	  are	  shown	  at	  the	  left	  at	  higher	  magnification.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  	  	   2.6	  NE	  function	  depends	  on	  Nup35:	  The	  alterations	  in	  nucleoporins	  recruitment	  and	  distribution	  in	  the	  absence	  of	  Nup35	  prompted	  us	  to	  investigate	  if	  a	  functional	  NE	  is	  formed	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos.	  We	  initially	  analyzed	  whether	  a	  cytoplasmic	  protein,	  α-­‐tubulin/TBA-­‐2,	  fused	  to	  GFP,	  is	  excluded	  from	  the	  nuclear	  space	  upon	  Nup35	  knockdown.	  In	  control	  embryos,	  the	  NE	  assembled	  while	  the	  chromatin	  was	  still	  highly	  compacted	  (see	  Fig.	  48A,	  left,	  
3:00),	  and	  as	  nuclei	  grew	  in	  size,	  exclusion	  of	  GFP-­‐TBA-­‐2	  was	  observed	  (Fig.	  
51A,	  left).	  In	  contrast,	  nuclear	  exclusion	  was	  not	  observed	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos	  (Fig.	  51A,	  right).	  To	  analyze	  if	  nuclear	  protein	  import	  also	  depends	  on	  Nup35,	  we	  determined	  the	  localization	  of	  GFP	  fused	  to	  either	  PCNA/PCN-­‐1,	  a	  DNA	  replication	  co-­‐factor,	  or	  PIE-­‐1,	  an	  RNA	  polymerase	  II	  repressor	  essential	  for	  germ-­‐line	  specification.	  Nuclear	  accumulation	  of	  GFP-­‐PCN-­‐1	  was	  observed	  significantly	  earlier	  in	  control	  embryos	  than	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos	  (180	  ±	  14	  s	  vs.	  288	  ±	  36	  s	  [average	  ±	  standard	  deviation])	  and	  reached	  higher	  concentrations	  (Fig.	  51B),	  strongly	  suggesting	  that	  nuclear	  protein	  import	  is	  impaired	  in	  the	  absence	  of	  Nup35.	  Moreover,	  we	  speculate	  that	  nuclear	  GFP-­‐PCN-­‐1	  observed	  in	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Nup35	  RNAi	  embryos	  may	  reflect	  the	  direct	  association	  of	  GFP-­‐PCN-­‐1	  to	  chromatin	  in	  cells	  with	  increased	  NE	  permeability.	  In	  support	  of	  this	  notion,	  nuclear	  accumulation	  of	  GFP-­‐PIE-­‐1	  was	  inhibited	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos.	  In	  control	  embryos,	  GFP-­‐PIE-­‐1	  was	  present	  in	  the	  P2	  cell,	  displaying	  strong	  nuclear	  enrichment	  (Fig.	  51C,	  left).	  Asymmetric	  inheritance	  of	  GFP-­‐PIE-­‐1	  was	  maintained	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos,	  indicating	  that	  Nup35	  does	  not	  regulate	  early	  cell	  specification.	  However,	  in	  embryos	  lacking	  Nup35,	  GFP-­‐PIE-­‐1	  failed	  to	  concentrate	  in	  the	  nucleus	  (Fig.	  51C,	  right).	  	  
	  
Figure	  51.	  Nup35	  is	  required	  for	  NE	  function	  and	  nuclear	  protein	  import.	  Control	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  co-­‐expressing	  various	  fluorescent	  fusion	  proteins	  were	  imaged	  using	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy	  as	  described	  in	  Fig.	  17.	  Scale	  bars,	  10	  µm.	  Higher	  magnification	  views	  of	  boxed	  regions	  shown	  in	  merged	  panels	  highlight	  localization	  of	  (A)	  GFP-­‐TBA-­‐2,	  (B)	  GFP-­‐PCN-­‐1,	  and	  (C)	  GFP-­‐PIE-­‐1.	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   2.7	  Ultrastructural	  NE	  analysis	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos:	  The	  defects	  in	  nucleoporin	  recruitment	  and	  nuclear	  protein	  import	  observed	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos	  by	  immunofluorescence	  and	  live-­‐cell	  microscopy	  raised	  the	  question	  of	  whether	  NPCs	  are	  assembled	  in	  the	  absence	  of	  Nup35.	  To	  address	  this	  issue,	  we	  fixed	  Nup35	  RNAi	  embryos	  by	  high	  pressure	  freezing	  followed	  by	  transmission	  electron	  microscopy	  (TEM).	  NPCs	  were	  detected	  at	  high	  density	  and	  with	  regular	  spacing	  in	  control	  embryos	  (Fig.	  52,	  left).	  In	  contrast,	  nuclei	  of	  Nup35	  RNAi	  embryos	  contained	  fewer	  NPCs,	  separated	  by	  long	  stretches	  of	  intervening	  nuclear	  membranes	  (Fig.	  52,	  middle	  and	  right;	  note	  the	  different	  scale	  of	  control	  and	  Nup35	  RNAi	  images).	  Moreover,	  several	  gaps	  larger	  than	  NPCs	  were	  observed	  in	  the	  nuclear	  membranes	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos	  (data	  not	  shown)	  as	  well	  as	  chromatin	  surfaces	  devoid	  of	  nuclear	  membranes	  (Fig.	  52,	  middle).	  Live	  observation	  of	  tm2886	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  revealed	  that	  chromatin	  initially	  trapped	  in	  the	  cytokinetic	  furrow	  eventually	  separates	  and	  forms	  spherical	  nuclei.	  Thus,	  the	  two	  nuclei	  from	  Nup35	  RNAi	  embryos	  shown	  in	  Fig.	  
52	  most	  likely	  represent	  early	  (Fig.	  52,	  middle)	  and	  late	  (Fig.	  52,	  right)	  time	  points	  after	  mitosis.	  In	  summary,	  TEM	  analysis	  showed	  that	  depletion	  of	  Nup35	  causes	  a	  strong	  decrease	  in	  NPC	  formation	  whereas	  nuclear	  membranes	  are	  still	  able	  to	  cover	  and	  seal	  over	  most	  of	  the	  chromatin	  surface,	  consistent	  with	  our	  observations	  using	  live	  microscopy.	  	  
	  
Figure	  52.	  Depletion	  of	  Nup35	  leads	  to	  lower	  NPC	  density.	  Control	  and	  Nup35	  RNAi	  embryos	  were	  analyzed	  by	  transmission	  electron	  microscopy	  to	  visualize	  nuclear	  membranes	  and	  NPCs.	  Higher	  magnification	  views	  of	  boxed	  regions	  are	  shown	  below.	  Arrows	  highlight	  NPCs	  and	  dashed	  lines	  indicate	  regions	  of	  chromatin	  that	  lack	  nuclear	  membranes.	  White	  scale	  bars,	  1	  µm	  in	  upper	  panels;	  100	  nm	  in	  lower	  panels.	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   2.8	  Nup155,	  but	  not	  Nup205	  or	  Nup93,	  is	  required	  to	  localize	  Nup35:	  Vertebrate	  Nup35	  forms	  a	  NPC	  subcomplex	  together	  with	  at	  least	  Nup93,	  Nup155	  and	  Nup205	  (Hawryluk-­‐Gara	  et	  al.,	  2005).	  Moreover,	  siRNA-­‐mediated	  depletion	  of	  Nup93	  reduces	  the	  amount	  of	  Nup35	  at	  the	  NE	  (Hawryluk-­‐Gara	  et	  al.,	  2005).	  To	  investigate	  the	  role	  of	  these	  nucleoporins	  in	  controlling	  Nup35	  localization	  in	  C.	  elegans	  we	  performed	  RNAi	  experiments	  with	  tm2886	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Nup35.	  As	  noted	  earlier,	  GFP-­‐Nup35	  is	  able	  to	  rescue	  the	  embryonic	  lethality	  of	  tm2886,	  demonstrating	  its	  biological	  activity	  (Table	  4).	  RNAi	  against	  Nup205/NPP-­‐3	  or	  Nup93/NPP-­‐13	  affected	  nuclear	  growth	  and	  shape	  and	  induced	  chromosomes	  to	  condense	  at	  the	  nuclear	  periphery	  as	  reported	  (Fig.	  53;	  (Galy	  et	  al.,	  2003).	  In	  contrast	  to	  its	  smooth	  appearance	  in	  control	  embryos,	  the	  distribution	  of	  GFP-­‐Nup35	  at	  the	  NE	  was	  highly	  irregular	  and	  punctate	  in	  Nup205	  and	  Nup93	  RNAi	  embryos	  (Fig.	  53).	  Presumably,	  this	  abnormal	  localization	  reflects	  NPC	  clustering	  rather	  than	  a	  decrease	  in	  NPC	  number	  (Galy	  et	  al.,	  2003).	  Co-­‐depletion	  of	  Nup205	  and	  Nup93	  using	  RNAi	  aggravated	  the	  irregular	  localization	  of	  GFP-­‐Nup35	  (Fig.	  53).	  In	  some	  Nup205/Nup93	  RNAi	  embryos,	  the	  total	  amount	  of	  GFP-­‐Nup35	  at	  the	  NE	  appeared	  reduced,	  but	  this	  phenotype	  was	  variable.	  In	  contrast	  and	  as	  expected	  from	  previous	  studies	  (Franz	  et	  al.,	  2005),	  depletion	  of	  Nup155	  caused	  a	  complete	  block	  in	  GFP-­‐Nup35	  recruitment	  (Fig.	  49B;	  Fig.	  53).	  From	  these	  experiments,	  we	  deduce	  that	  Nup155,	  but	  neither	  Nup205	  nor	  Nup93,	  is	  essential	  for	  localization	  of	  Nup35	  to	  the	  nuclear	  periphery.	  Moreover,	  Nup205	  and	  Nup93	  may	  have	  redundant	  roles	  in	  Nup35	  recruitment.	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Figure	  52.	  Nup155	  is	  essential	  for	  NE	  localization	  of	  Nup35.	  The	  P1	  cells	  of	  2-­‐cell	  stage	  Control,	  Nup205,	  Nup93,	  Nup205+Nup93	  and	  Nup155	  RNAi	  embryos	  expressing	  GFP-­‐Nup35	  (green)	  and	  mCherry-­‐HIS-­‐58	  (merge)	  were	  imaged	  using	  time-­‐lapse	  confocal	  microscopy.	  Scale	  bars,	  5	  µm.	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4.	  Discussion	  	  
	  
1.	  Nucleoporins	  in	  yeast,	  worms	  and	  vertebrates	  Most	  nucleoporins	  are	  evolutionary	  conserved	  from	  yeast	  to	  mammals,	  and	  consequently	  the	  NPC	  structure	  is	  also	  well	  conserved.	  Around	  30	  different	  nucleoporins	  have	  been	  found	  in	  mammals	  and	  in	  yeast,	  although	  some	  of	  them	  are	  specific	  to	  only	  some	  species.	  Specific	  nucleoporins	  in	  mammals	  are	  Nup37,	  Pom121	  and	  ALADIN,	  whereas	  Nup59,	  Nup100,	  Pom33	  and	  Pom134	  among	  others	  only	  have	  been	  identified	  in	  yeast.	  In	  C.	  elegans	  only	  ~23	  nucleoporins	  have	  been	  so	  far	  described,	  and	  it	  is	  possible	  that	  there	  are	  still	  nucleoporins	  to	  be	  identified	  in	  this	  model	  system.	  Due	  to	  the	  lack	  of	  sequence	  homology	  of	  these	  “missing”	  nucleoporins	  in	  C.	  elegans	  it	  has	  not	  been	  possible	  to	  identify	  them	  with	  bioinformatics	  approaches,	  and	  only	  functional	  assays	  will	  allow	  us	  to	  recognize	  them.	  	  Among	  nucleoporins	  that	  are	  well	  conserved	  in	  mammals,	  worms	  and	  yeast	  we	  can	  find	  the	  members	  of	  the	  Nup107	  complex,	  suggesting	  that	  the	  scaffold	  NPC	  is	  very	  well	  evolutionary	  conserved.	  	  	  
2.	  Dissection	  of	  a	  conserved	  nuclear	  pore	  subcomplex	  reveals	  a	  novel	  role	  
of	  Nup107	  in	  mitosis	  We	  provide	  here	  the	  first	  in	  vivo	  characterization	  of	  a	  metazoan	  Nup107	  mutant.	  Moreover,	  we	  demonstrate	  that	  C.	  elegans	  Nup43,	  Nup85	  and	  Nup133	  localize	  at	  the	  nuclear	  periphery	  in	  interphase	  and	  at	  kinetochores	  during	  mitosis,	  thus	  behaving	  like	  bona	  fide	  Nup107	  complex	  components.	  It	  was	  reported	  that	  depletion	  of	  Nup107	  with	  siRNAs	  in	  HeLa	  cells	  or	  by	  immunoprecipitation	  from	  
Xenopus	  extracts	  cause	  a	  co-­‐depletion	  of	  several	  Nup107	  complex	  members,	  hampering	  a	  detailed	  understanding	  of	  how	  this	  ~720	  kD	  complex	  functions	  (Boehmer	  et	  al.,	  2003;	  Harel	  et	  al.,	  2003b;	  Walther	  et	  al.,	  2003a).	  However,	  we	  show	  that	  the	  majority	  of	  nucleoporins	  are	  expressed	  at	  normal	  levels	  in	  a	  C.	  
elegans	  Nup107	  null	  mutant,	  tm3039,	  paving	  the	  way	  to	  study	  the	  role	  of	  individual	  Nup107	  complex	  members.	  	  	  As	  mentioned	  before,	  postmitotic	  NPC	  assembly	  consists	  of	  four	  essential	  steps.	  First	  MEL-­‐28	  binds	  chromatin,	  possibly	  via	  its	  AT-­‐hook	  domain,	  and	  in	  the	  second	  step	  of	  NPC	  biogenesis	  it	  recruits	  the	  Nup107	  complex	  to	  form	  what	  is	  known	  as	  the	  "prepore".	  We	  observed	  that	  in	  Nup107	  mutants,	  MEL-­‐28	  as	  well	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as	  Nup85	  and	  Nup96	  –	  both	  components	  of	  the	  Nup107	  complex	  -­‐	  are	  still	  recruited	  to	  chromatin.	  The	  third	  step	  of	  NPC	  biogenesis,	  in	  which	  transmembrane	  proteins	  associate	  to	  the	  "prepore"	  via	  interactions	  with	  the	  Nup107	  complex	  and	  the	  fourth	  step	  of	  NPC	  biogenesis,	  in	  which	  soluble	  nucleoporins	  such	  as	  Nup35	  and	  Nup155	  are	  incorporated	  to	  complete	  NPC	  assembly	  seem	  also	  to	  be	  unaffected	  in	  Nup107	  mutants.	  These	  observations	  make	  us	  conclude	  that	  postmitotic	  assembly	  of	  the	  NPC	  is	  unaffected	  in	  Nup107	  mutants,	  probably	  due	  to	  the	  fact	  that	  the	  Nup107	  complex	  in	  Nup107	  mutants	  is	  stable	  in	  C.	  elegans	  and	  is	  able	  to	  bind	  MEL-­‐28	  to	  form	  the	  "prepore"	  at	  the	  second	  step	  of	  NPC	  biogenesis.	  	  The	  fact	  that	  nucleoporins	  are	  largely	  absent	  from	  chromatin	  during	  mitosis	  and	  recruited	  in	  a	  highly	  ordered	  manner	  makes	  it	  tempting	  to	  speculate	  on	  the	  coordination	  between	  chromosome	  segregation	  and	  NE	  reformation.	  One	  possible	  scenario	  to	  explain	  why	  the	  assembly	  of	  NPC	  only	  starts	  at	  late	  anaphase	  and	  not	  during	  early	  mitosis	  could	  be	  that	  the	  association	  of	  the	  Nup107	  complex	  to	  kinetochores	  prevents	  its	  interaction	  with	  other	  nucleoporins	  and	  thus	  blocking	  NPC	  assembly.	  It	  is	  known	  that	  members	  of	  the	  Nup107	  complex	  get	  phosphorylated	  upon	  entry	  in	  mitosis,	  so	  it	  could	  be	  possible	  that	  phosphorylation	  of	  the	  Nup107	  complex	  prevents	  the	  interaction	  with	  the	  other	  nucleoporins	  during	  mitosis.	  In	  the	  future,	  it	  would	  be	  interesting	  to	  map	  the	  phosphorylation	  site	  of	  Nup107	  and	  generate	  transgenic	  nematodes	  that	  express	  the	  mutated	  Nup107	  lacking	  the	  phosporylation	  site	  to	  observe	  if	  this	  mutated	  Nup107	  is	  still	  able	  to	  localize	  to	  kinetochores	  and	  if	  NPC	  assembly	  is	  still	  blocked	  during	  mitosis.	  	  Strikingly,	  although	  most	  Nup107	  mutant	  animals	  do	  not	  complete	  development	  to	  adulthood,	  NPCs	  are	  formed	  and	  neither	  nuclear	  protein	  import	  nor	  nuclear	  exclusion	  of	  soluble	  cytoplasmic	  content	  is	  significantly	  affected	  by	  the	  absence	  of	  Nup107.	  The	  high	  lethality,	  in	  particular	  at	  25°C,	  lead	  us	  to	  conclude	  that	  Nup107	  is	  an	  essential	  gene	  in	  C.	  elegans,	  as	  also	  reported	  for	  
Schizosaccharomyces	  pombe	  (Bai	  et	  al.,	  2004)	  and	  Drosophila	  melanogaster	  (Katsani	  et	  al.,	  2008).	  In	  contrast,	  deletion	  of	  the	  homologous	  Nup84	  genes	  from	  
S.	  cerevisiae	  or	  Aspergillus	  nidulans	  causes	  milder,	  temperature-­‐sensitive	  growth	  defects	  (Osmani	  et	  al.,	  2006;	  Siniossoglou	  et	  al.,	  1996).	  
Discussion
88
	  
	   2.1	  Dissection	  of	  the	  Y-­shaped	  Nup107	  complex	  Among	  nucleoporins	  that	  belong	  to	  the	  Nup107	  complex,	  we	  found	  that	  only	  Nup43	  and	  Nup133	  depend	  on	  Nup107	  for	  their	  correct	  localization.	  Recruitment	  of	  Nup43	  is	  diminished	  both	  at	  kinetochores	  during	  mitosis	  and	  at	  the	  NPC	  during	  interphase	  in	  the	  absence	  of	  Nup107.	  The	  position	  of	  Nup43	  within	  the	  Y-­‐shaped	  Nup107	  complex	  is	  unknown	  (Lutzmann	  et	  al.,	  2002),	  but	  based	  on	  our	  observation	  that	  other	  nucleoporins	  are	  still	  at	  the	  NPC	  in	  the	  absence	  of	  Nup107,	  we	  suggest	  that	  Nup43	  and	  Nup107	  may	  interact	  directly.	  It	  would	  be	  interesting	  in	  the	  future	  to	  see	  if	  Nup107	  can	  pull	  down	  Nup43	  in	  an	  immunoprecipitation	  assay	  (and	  vice	  versa)	  and	  if	  in	  a	  Y2H	  assay	  these	  two	  proteins	  interact.	  Also	  using	  Nup43	  and	  Nup107	  recombinant	  proteins	  we	  could	  test	  if	  there	  is	  direct	  interaction	  between	  these	  two	  nucleoporins.	  On	  the	  other	  hand,	  Nup133	  localizes	  normally	  at	  NPCs	  during	  interphase	  in	  tm3039	  embryos	  but	  does	  not	  localize	  at	  kinetochores	  in	  mitosis.	  The	  observation	  that	  NPC	  localization	  of	  endogenous	  Nup133	  is	  Nup107-­‐independent	  was	  unexpected	  since	  GFP-­‐tagged	  human	  Nup133	  mutated	  for	  the	  residues	  that	  mediate	  its	  interaction	  with	  Nup107	  in	  vitro	  do	  not	  accumulate	  at	  the	  nuclear	  periphery	  in	  HeLa	  cells	  (Boehmer	  et	  al.,	  2008).	  We	  propose	  that	  the	  addition	  of	  a	  GFP	  tag	  to	  Nup133	  renders	  it	  more	  dependable	  on	  Nup107	  for	  its	  NPC	  incorporation.	  Indeed,	  we	  observe	  that	  also	  C.	  elegans	  GFP-­‐Nup133	  is	  dependent	  on	  Nup107	  for	  its	  localization	  to	  the	  NPC.	  The	  position	  of	  Nup133	  at	  the	  base	  of	  the	  Y-­‐shaped	  complex,	  ”below”	  Nup84p	  (Lutzmann	  et	  al.,	  2002)	  implies	  that	  removal	  of	  Nup107/Nup84p	  should	  release	  Nup133	  from	  the	  rest	  of	  the	  Nup107	  complex.	  Thus,	  how	  does	  Nup133	  localize	  to	  the	  NPC	  in	  the	  absence	  of	  Nup107?	  One	  possibility	  is	  that	  Nup133	  may	  interact	  physically	  with	  other	  nucleoporins.	  In	  fact,	  it	  was	  recently	  suggested	  that	  the	  Nup107	  complex	  is	  arranged	  in	  a	  head-­‐to-­‐tail	  fashion	  within	  the	  NPC,	  through	  direct	  contacts	  between	  the	  Nup133	  and	  Nup120/Nup160,	  forming	  closed	  rings	  of	  eight	  Nup107	  complexes	  (Seo	  et	  al.,	  2009).	  Moreover,	  Nup133	  contains	  an	  ALPS	  motif	  capable	  of	  sensing	  membrane	  curvature	  (Drin	  et	  al.,	  2007),	  which	  plays	  a	  crucial	  role	  for	  Nup133	  recruitment	  during	  de	  novo	  interphase	  NPC	  assembly	  (Doucet	  et	  al.,	  2010).	  Based	  on	  these	  observations	  we	  propose	  that	  Nup133	  may	  utilize	  several	  mechanisms	  for	  its	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NPC	  incorporation	  and	  that	  binding	  to	  Nup107	  is	  only	  required	  for	  kinetochore	  targeting.	  It	  is	  interesting	  to	  note	  that	  Western	  blot	  analysis	  of	  tm3039	  extracts	  reveals	  only	  a	  single	  Nup133	  band,	  while	  two	  protein	  species	  are	  detected	  in	  wild	  type	  extracts.	  At	  present	  we	  do	  not	  have	  information	  as	  to	  the	  nature	  of	  the	  doublet	  in	  the	  wild	  type,	  but	  the	  differential	  behavior	  of	  Nup133	  in	  terms	  of	  NPC	  and	  kinetochore	  localization	  in	  the	  absence	  of	  Nup107	  makes	  us	  speculate	  that	  the	  two	  Nup133	  bands	  represents	  different	  isoforms	  of	  Nup133;	  one	  localizing	  to	  kinetochores	  during	  mitosis	  and	  another	  to	  NPCs	  during	  interphase	  in	  C.	  
elegans.	  Without	  Nup107	  the	  former	  Nup133	  isoform	  becomes	  unstable,	  whereas	  the	  latter	  is	  stabilized	  through	  interactions	  with	  other	  Nups	  and/or	  pore	  membrane	  components.	  C.	  elegans	  Nup133	  is	  refractory	  to	  RNAi	  (Galy	  et	  al.,	  2003;	  Gonczy	  et	  al.,	  2000;	  Kamath	  et	  al.,	  2003)	  whereas	  null	  mutants	  display	  a	  complete	  maternal	  effect	  lethal	  phenotype	  during	  early	  larval	  development,	  which	  has	  precluded	  us	  to	  investigate	  the	  Nup107-­‐Nup133	  interaction	  in	  further	  detail.	  An	  experiment	  that	  would	  be	  interesting	  to	  perform	  in	  the	  future	  would	  be	  to	  analyze	  by	  mass	  spectrometry	  the	  different	  isoforms	  of	  Nup133.	  If	  such	  analysis	  would	  reveal	  differences	  at	  the	  level	  of	  amino	  acid	  sequences	  we	  could	  generate	  transgenic	  nematodes	  expressing	  individually	  both	  Nup133	  isoforms	  tagged	  with	  GFP	  and	  observe	  the	  localization	  of	  both	  isoforms.	  Also	  we	  could	  generate	  specific	  antibodies	  against	  one	  of	  the	  isoforms	  and	  observe	  if	  indeed	  one	  of	  the	  Nup133	  isoforms	  localize	  to	  the	  nuclear	  periphery	  and	  the	  other	  one	  to	  the	  kinetochores..	  	  On	  the	  other	  hand,	  we	  found	  that	  depletion	  of	  other	  Nup107	  complex	  proteins,	  such	  as	  Nup85,	  Nup96	  and	  Nup160,	  efficiently	  abrogated	  Nup107	  recruitment	  and	  NPC	  assembly,	  suggesting	  that	  these	  proteins	  are	  critical	  for	  Nup107	  complex	  stability	  and	  postmitotic	  NE	  reformation.	  An	  important	  conclusion	  from	  our	  work	  is	  therefore	  that	  the	  previously	  identified	  requirement	  for	  the	  Nup107	  complex	  during	  NPC	  assembly,	  which	  is	  confirmed	  here,	  is	  independent	  of	  Nup107	  itself.	  	  
	  
	   2.2	  Nup107	  acts	  at	  multiple	  steps	  of	  mitosis	  Although	  it	  is	  well	  established	  that	  Nup107	  localizes	  to	  kinetochores	  in	  vertebrate	  and	  nematode	  cells	  (Belgareh	  et	  al.,	  2001;	  Franz	  et	  al.,	  2005;	  Loiodice	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et	  al.,	  2004),	  but	  not	  in	  Drosophila	  (Katsani	  et	  al.,	  2008),	  little	  is	  known	  about	  the	  functional	  implications.	  By	  depleting	  Nuf2	  from	  HeLa	  cells,	  Zuccolo	  and	  colleagues	  concluded	  that	  the	  Ndc80	  complex	  plays	  a	  major	  role	  in	  the	  recruitment	  of	  the	  Nup107	  complex	  to	  kinetochores	  (Zuccolo	  et	  al.,	  2007).	  Our	  observation	  that	  kinetochore	  accumulation	  of	  Nuf2	  is	  reduced	  in	  embryos	  lacking	  Nup107	  suggests	  that	  proper	  localization	  of	  the	  two	  protein	  complexes	  is	  interdependent.	  This	  is	  in	  contrast	  to	  the	  experiments	  of	  Zuccolo	  and	  colleagues	  where	  inhibition	  of	  Nup107	  complex	  recruitment	  to	  kinetochores	  through	  Seh1	  siRNA	  treatment	  did	  not	  affect	  localization	  of	  Hec1,	  which	  forms	  heterodimers	  with	  Nuf2	  (Zuccolo	  et	  al.,	  2007).	  However,	  since	  detectable	  levels	  of	  Seh1	  were	  still	  present	  upon	  siRNA	  treatment,	  we	  propose	  that	  residual	  Nup107	  complex	  activity	  at	  kinetochores	  was	  sufficient	  for	  the	  Hec1	  accumulation	  observed	  by	  Zuccolo	  and	  coworkers,	  whereas	  complete	  absence	  of	  Nup107	  causes	  a	  ~40%	  decrease	  in	  Nuf2	  as	  reported	  here.	  Importantly,	  Mis12	  localized	  normally	  in	  
tm3039	  embryos,	  which	  suggest	  that	  Nup107	  acts	  at	  specific	  steps	  of	  kinetochore	  assembly.	  The	  Nuf2-­‐Hec1	  dimer	  is	  essential	  for	  microtubule	  attachment	  to	  kinetochores	  (Cheeseman	  et	  al.,	  2006;	  Wei	  et	  al.,	  2007).	  One	  could	  therefore	  expect	  that	  reduced	  accumulation	  of	  Nuf2	  in	  Nup107	  mutants	  would	  trigger	  reduced	  tension	  between	  sister	  chromatids	  when	  aligned	  on	  the	  metaphase	  plate.	  However,	  in	  agreement	  with	  recent	  studies	  of	  Seh1	  siRNA-­‐treated	  HeLa	  cells	  (Platani	  et	  al.,	  2009),	  we	  note	  that	  interkinetochore	  distance	  was	  not	  altered	  by	  Nup107	  depletion.	  We	  speculate	  that	  the	  reduced	  levels	  of	  Aurora	  B	  on	  centromeric	  chromatin	  upon	  removal	  of	  Nup107	  (this	  study)	  or	  Seh1	  (Platani	  et	  al.,	  2009)	  may	  partially	  counterbalance	  the	  lower	  Nuf2	  activity.	  	  Our	  observation	  that	  10%	  of	  dividing	  tm3039	  embryos	  contained	  lagging	  chromosomes	  during	  mitosis	  is	  compatible	  with	  reduced	  correction	  of	  syntelic	  microtubule-­‐kinetochore	  attachments	  by	  Aurora	  B	  (Lampson	  and	  Cheeseman,	  2010),	  as	  also	  proposed	  for	  Seh1-­‐depleted	  HeLa	  cells	  (Platani	  et	  al.,	  2009).	  Moreover,	  alterations	  in	  kinetochore	  structure	  upon	  Nup107	  depletion,	  including	  reduced	  Nuf2	  accumulation,	  are	  likely	  to	  produce	  activation	  of	  the	  SAC.	  Indeed,	  we	  observed	  accumulation	  of	  GFP-­‐Mad1	  on	  mitotic	  chromosomes	  in	  embryos	  depleted	  for	  Nup107,	  as	  has	  also	  been	  reported	  upon	  interfering	  with	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kinetochore	  localization	  of	  the	  Nup107	  complex	  though	  depletion	  of	  Seh1	  in	  HeLa	  cells	  (Zuccolo	  et	  al.,	  2007).	  Finally,	  tm3039	  mutant	  embryos	  were	  hypersensitive	  to	  depletion	  of	  Mad1,	  resulting	  in	  85%	  embryonic	  lethality	  and	  lagging	  chromosomes	  in	  49%	  of	  dividing	  cells,	  which	  further	  supports	  the	  possibility	  that	  the	  SAC	  is	  activated	  in	  the	  absence	  of	  Nup107.	  In	  the	  future	  it	  would	  be	  important	  to	  determine	  if	  the	  activation	  of	  the	  SAC	  is	  due	  to	  the	  defects	  caused	  by	  depleting	  Nup107	  at	  the	  kinetochores	  or	  if	  it	  is	  caused	  by	  a	  direct	  regulation	  of	  Nup107	  of	  the	  SAC.	  An	  interesting	  experiment	  would	  be	  to	  partially	  deplete	  Nuf2	  at	  the	  same	  levels	  that	  we	  observed	  in	  Nup107	  mutants,	  and	  examine	  how	  is	  the	  SAC	  being	  activated	  in	  this	  case	  looking	  also	  at	  Mad1-­‐GFP.	  Quantifying	  the	  Mad1-­‐GFP	  signal	  at	  kinetochores	  in	  both	  situations	  (Nup107	  mutants	  and	  partially	  Nuf2	  depleted	  embryos)	  we	  could	  determine	  if	  Nup107	  is	  regulating	  the	  SAC	  directly	  or	  if	  the	  activation	  of	  the	  SAC	  in	  the	  Nup107	  mutants	  is	  due	  to	  a	  defect	  at	  the	  kinetochore	  structure.	  Our	  experiments	  have	  unexpectedly	  revealed	  that	  Mad1	  depends	  strictly	  on	  Nup107	  in	  order	  to	  accumulate	  at	  the	  nuclear	  periphery	  during	  interphase.	  Mad1	  localization	  to	  NPCs	  has	  previously	  been	  described	  in	  different	  organisms.	  In	  S.	  cerevisiae	  the	  interaction	  with	  the	  NPC	  is	  mediated	  via	  Nup53	  and	  Mlp1/Mlp2	  (Scott	  et	  al.,	  2005)	  whereas	  in	  HeLa	  cells	  localization	  of	  Mad1	  to	  the	  NPC	  is	  dependent	  on	  the	  Mlp1/Mlp2	  homolog	  Tpr	  and	  on	  Nup153	  (Lee	  et	  al.,	  2008;	  Lussi	  et	  al.,	  2010).	  Yeast	  two	  hybrid	  experiments	  presented	  here	  demonstrate	  that	  C.	  elegans	  Mad1	  interacts	  directly	  with	  Nup107	  but	  not	  with	  Nup35.	  Thus,	  our	  data	  shows	  that	  accumulation	  of	  Mad1	  at	  NPCs	  is	  conserved	  and	  that	  different	  Mad1-­‐Nup	  interactions	  may	  have	  arisen	  during	  evolution.	  	  Cells	  are	  more	  dependent	  on	  the	  SAC	  and	  other	  checkpoints	  in	  situations	  of	  stress.	  Our	  observation	  that	  suspended	  animation	  and	  delay	  in	  mitotic	  progression	  were	  compromised	  in	  the	  absence	  on	  Nup107	  combined	  with	  the	  genetic	  and	  physical	  interaction	  between	  Nup107	  and	  Mad1	  suggest	  that	  Nup107	  may	  play	  an	  active	  role	  in	  control	  of	  chromosome	  segregation	  and	  cell	  cycle	  progression.	  It	  is	  intriguing	  that	  Mad1	  accumulates	  at	  NPCs	  in	  several	  organisms	  but	  a	  clear	  functional	  implication	  of	  this	  behavior	  is	  lacking.	  We	  propose	  that	  Nup107	  may	  serve	  as	  binding	  site	  for	  Mad1	  both	  at	  the	  NPC	  and	  at	  kinetochores	  and	  that	  the	  two	  proteins	  may	  even	  translocate	  together	  at	  the	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entry	  into	  mitosis.	  However,	  future	  experiments	  will	  be	  required	  to	  analyze	  this	  interaction	  in	  further	  detail.	  An	  attractive	  approach	  to	  analyze	  the	  interphase	  function	  of	  Mad1	  would	  be	  to	  narrow	  down	  the	  Mad1	  domain	  that	  is	  interacting	  with	  Nup107	  and	  then	  generate	  transgenic	  nematodes	  in	  a	  Mad1	  mutant	  background	  that	  express	  Mad1	  lacking	  this	  Mad1-­‐Nup107	  interaction	  domain	  fused	  to	  GFP.	  	  Once	  this	  transgenic	  strain	  is	  generated	  we	  could	  investigate	  whether	  the	  NPC	  and	  the	  NE	  function	  properly	  in	  the	  absence	  of	  Mad1	  at	  the	  NPC.	  Moreover,	  this	  strain	  could	  shed	  light	  on	  the	  possibility	  that	  Mad1's	  function	  in	  the	  SAC	  at	  least	  partially	  depends	  on	  its	  NPC	  localization	  in	  interphase.	  	  	  	   2.3	  Nucleoporins	  and	  the	  aging	  process	  Nucleoporins	  that	  belong	  to	  the	  scaffold	  of	  the	  NPC,	  such	  as	  the	  members	  of	  the	  the	  Nup107	  complex,	  are	  extremely	  long	  lived	  and	  do	  not	  turn	  over	  in	  postmitotic	  cells	  (D'Angelo	  et	  al.,	  2009).	  	  The	  fact	  that	  there	  is	  not	  a	  turn	  over	  of	  the	  scaffold	  region	  of	  the	  NPCs	  might	  imply	  that	  NPC	  function	  also	  gets	  deteriorated	  over	  time.	  The	  main	  consequence	  of	  the	  failure	  of	  NPC	  function	  would	  be	  that	  the	  NPCs	  become	  leaky	  structures,	  allowing	  proteins	  from	  the	  cytoplasm	  to	  enter	  the	  nucleus	  randomly.	  Another	  important	  consequence	  of	  the	  aging	  of	  NPCs	  would	  be	  a	  misregulation	  of	  gene	  expression	  in	  older	  cells	  (Hetzer,	  2010b).	  	  	  Also	  it	  has	  been	  shown	  that	  mutations	  in	  lamins	  cause	  premature	  aging	  syndromes	  in	  humans,	  such	  as	  Hutchinson-­‐Gilford	  progeria	  syndrome	  (HGPS)	  (Haithcock	  et	  al.,	  2005;	  Scaffidi	  and	  Misteli,	  2006).	  	  Haithcock	  et	  al.	  used	  lamina	  fused	  to	  GFP	  (LMN-­‐1-­‐GFP)	  as	  a	  marker	  for	  aging	  and	  observed	  that	  the	  morphology	  of	  the	  nuclei	  of	  C.	  elegans	  hypodermal	  cells	  gets	  disrupted	  over	  time.	  Also	  looking	  at	  LMN-­‐1-­‐GFP,	  we	  observed	  that	  the	  nuclear	  morphology	  gets	  disrupted	  faster	  in	  Nup107	  mutants	  than	  in	  wild	  type	  cells	  and	  that	  Nup107	  mutants	  live	  shorter	  than	  wild	  type	  nematodes,	  suggesting	  that	  Nup107	  could	  play	  a	  role	  in	  longevity.	  Another	  striking	  phenotype	  that	  we	  observed	  is	  that	  the	  nuclei	  of	  hypodermal	  cells	  started	  to	  aggregate	  in	  Nup107	  mutants	  over	  time,	  suggesting	  that	  Nup107	  is	  an	  essential	  protein	  for	  the	  proper	  positioning	  of	  the	  nuclei	  of	  hypodermal	  cells	  within	  the	  hypodermal	  syncytium	  over	  time.	  It	  would	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be	  interesting	  in	  the	  future	  to	  test	  if	  Nup107	  interacts	  with	  unc-­‐83	  and/or	  unc-­‐84,	  two	  transmembrane	  proteins	  that	  have	  been	  previously	  shown	  to	  play	  an	  important	  role	  in	  nuclear	  positioning	  and	  migration	  during	  C.	  elegans	  development	  (Lee	  et	  al.,	  2002;	  Starr	  et	  al.,	  2001).	  	  	  
3.	  Early	  embryonic	  requirement	  for	  nucleoporin	  Nup35/NPP-­19	  in	  nuclear	  
assembly	  Using	  C.	  elegans,	  we	  have	  provided	  the	  first	  in	  vivo	  characterization	  of	  the	  Nup35/NPP-­‐19	  mutant	  npp-­19(tm2886).	  Doing	  RT-­‐PCR	  we	  have	  observed	  that	  the	  truncated	  Nup35	  protein	  expressed	  in	  tm2886	  mutants	  lacks	  aa	  217–286	  and	  that	  this	  truncated	  Nup35	  protein	  is	  stable	  via	  Western	  blot	  at	  permissive	  (20°C)	  and	  restrictive	  (25	  °C)	  temperatures	  (Fig	  42C).	  At	  20°C,	  tm2886	  mutant	  embryos	  do	  not	  present	  obvious	  defects	  in	  the	  NE	  assembly,	  but	  42.5%	  died	  during	  gastrulation.	  We	  hypothesize	  that	  the	  embryonic	  lethality	  observed	  at	  20	  °C	  may	  be	  caused	  by	  cumulative	  defects	  arising	  from	  perturbations	  in	  nucleocytoplasmic	  transport.	  We	  note	  that	  mutant	  Nup35Δ217–286	  possesses	  weak	  NE	  targeting	  capacity,	  which	  may	  contribute	  to	  NE	  assembly	  and	  NPC	  function	  under	  permissive	  condition.	  At	  25	  °C	  the	  phenotypes	  observed	  in	  tm2886	  mutants	  are	  much	  more	  severe.	  Pronuclei	  are	  smaller	  (specially	  the	  sperm-­‐derived	  one)	  and	  they	  failed	  to	  juxtapose	  properly,	  they	  present	  problems	  of	  DNA	  segregation	  during	  mitosis	  and	  around	  86%	  of	  the	  embryos	  died	  during	  gastrulation.	  The	  same	  phenotypes	  were	  observed	  when	  we	  depleted	  Nup35	  by	  RNAi,	  suggesting	  that	  at	  25	  °C	  the	  truncated	  Nup35Δ217–286	  protein	  is	  not	  able	  to	  perform	  the	  function	  of	  the	  endogenous	  Nup35.	  This	  could	  be	  due	  to	  a	  higher	  requirement	  of	  Nup35	  at	  restrictive	  temperature	  (25	  °C),	  since	  the	  time	  of	  cell	  division	  and	  NPC	  assembly	  are	  accelerated	  at	  this	  temperature.	  	  We	  also	  noticed	  by	  electron	  microscopy	  that	  the	  nuclei	  of	  embryos	  depleted	  of	  Nup35	  by	  RNAi	  presented	  less	  NPCs	  than	  control	  RNAi	  embryos.	  This	  observation	  is	  in	  concordance	  with	  recent	  studies	  where	  depletion	  of	  Nup35	  in	  Xenopus	  egg	  extracts	  prevented	  NPC	  and	  NE	  assembly	  in	  vitro	  (Hawryluk-­‐Gara	  et	  al.,	  2008).	  Moreover,	  this	  study	  demonstrate	  that	  a	  fragment	  of	  human	  Nup35	  containing	  aa	  167–300	  was	  sufficient	  to	  reconstitute	  the	  NPC	  and	  NE	  assembly	  in	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extracts	  depleted	  of	  endogenous	  Nup35.	  Interestingly,	  the	  truncated	  Nup35	  protein	  expressed	  in	  tm2886	  mutants	  lack	  aa	  217–286,	  which	  overlaps	  with	  the	  human	  Nup35	  fragment	  capable	  of	  reconstituting	  NPC	  and	  NE	  assembly.	  These	  data	  suggest	  that	  the	  central	  portions	  of	  human	  Nup35	  and	  C.	  elegans	  NPP-­‐19	  have	  critical	  roles	  in	  NE	  reformation.	  We	  also	  have	  demonstrated	  that	  the	  localization	  of	  Nup155	  to	  the	  NE	  is	  regulated	  by	  Nup35	  and	  that	  Nup107	  localization	  to	  the	  nuclear	  periphery	  is	  independent	  of	  Nup35.	  This	  observation	  suggests	  that	  Nup35,	  together	  with	  Nup155,	  plays	  a	  role	  at	  the	  last	  step	  of	  NPC	  biogenesis,	  just	  downstream	  of	  the	  critical	  transmembrane	  nups	  POM121	  and	  NDC1.	  In	  agreement	  with	  this	  idea,	  it	  has	  been	  shown	  that	  yeast	  Nup53p	  and	  vertebrate	  Nup35	  interact	  with	  Ndc1p/NDC1	  (Mansfeld	  et	  al.,	  2006;	  Uetz	  et	  al.,	  2000).	  	  The	  inhibition	  of	  NPC	  assembly	  observed	  in	  embryos	  lacking	  Nup35	  has	  severe	  implications	  in	  NE	  function,	  especially	  in	  the	  import	  of	  macromolecules	  inside	  the	  nucleus.	  We	  observed	  a	  defect	  in	  nuclear	  lamina	  assembly,	  probably	  due	  to	  a	  reduced	  import	  to	  the	  nucleus	  of	  lamin/LMN-­‐1	  after	  NE	  assembly.	  On	  the	  other	  hand,	  the	  recruitment	  of	  the	  transmembrane	  protein	  LEM-­‐2	  was	  not	  affected	  by	  the	  absence	  of	  Nup35.	  Accordingly	  with	  this	  last	  observation,	  we	  observed	  that	  the	  majority	  of	  chromatin	  in	  Nup35	  RNAi	  embryos	  was	  enclosed	  by	  nuclear	  membranes,	  suggesting	  that	  membrane	  fusion	  is	  independent	  of	  Nup35.	  Consistent	  with	  this	  observation,	  previous	  studies	  have	  demonstrated	  that	  in	  vitro	  nuclear	  assembly	  of	  extracts	  immunodepleted	  of	  the	  Nup107-­‐160	  subcomplex	  resulted	  in	  chromatin	  enclosed	  by	  NEs	  that	  lack	  NPCs	  (Harel	  et	  al.,	  2003b;	  Walther	  et	  al.,	  2003a).	  	  In	  summary,	  we	  have	  demonstrated	  that	  Nup35	  is	  essential	  for	  NPC	  and	  NE	  assembly,	  providing	  the	  first	  mutational	  analysis	  of	  Nup35	  in	  a	  metazoan	  organism.	  We	  propose	  that	  altered	  NE	  structure	  and	  function	  lead	  to	  severe	  chromosome	  segregation	  defects	  following	  perturbation	  of	  Nup35activity.	  However,	  a	  more	  direct	  involvement	  of	  Nup35	  in	  mitotic	  spindle	  assembly	  may	  exist	  (Iouk	  et	  al.,	  2002)	  and	  deserves	  future	  study.	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5.	  Conclusions	  
	  
	   	   	  	  
	   	  
1. Mutantes	  npp-­19(tm2886)	  expresan	  la	  proteína	  Nup35	  truncada	  a	  la	  que	  le	  faltan	  aa	  217–286	  y	  como	  consecuencia	  muestran	  letalidad	  embriónica	  termosensible.	  
2. La	  expresión	  de	  Nup35-­‐GFP	  es	  capaz	  de	  rescatar	  el	  fenotipo	  de	  letalidad	  embriónica	  en	  mutantes	  tm2886	  
3. Embriones	  tm2886	  presentan	  defectos	  de	  segregación	  cromosómica	  y	  defectos	  en	  la	  morfología	  nuclear	  
4. Depleción	  de	  Nup35	  por	  RNAi	  provoca	  defectos	  en	  la	  asincronía	  de	  la	  división	  celular	  
5. El	  apropiado	  funcionamiento	  de	  la	  NE	  y	  el	  ensamblaje	  de	  la	  lámina	  nuclear	  depende	  de	  Nup35	  
6. El	  número	  de	  NPCs	  se	  ve	  reducido	  en	  NE	  que	  carecen	  de	  Nup35	  por	  RNAi,	  demostrando	  que	  Nup35	  es	  una	  nucleoporina	  esencial	  para	  el	  correcto	  ensamblaje	  del	  NPC.	  	  
7. Mutantes	  npp-­5(tm3039)	  y	  npp-­5(ok1966)	  son	  mutantes	  nulos	  para	  la	  proteína	  Nup107	  
8. El	  complejo	  Nup107-­‐160	  permanece	  estable	  en	  la	  ausencia	  de	  Nup107	  en	  
C.	  elegans	  
9. 	  El	  importe	  nuclear	  de	  proteínas	  no	  se	  ve	  afectada	  por	  la	  ausencia	  de	  Nup107	  
10. El	  ensamblaje	  del	  NPC	  es	  independiente	  de	  Nup107	  
11. Nup133	  depende	  de	  Nup107	  para	  su	  correcta	  localización	  en	  los	  cinetocoros,	  pero	  no	  para	  su	  localización	  en	  los	  NPC	  
12. El	  apropiado	  ensamblaje	  de	  los	  cinetocoros	  y	  el	  reclutamiento	  de	  Aurora	  B	  depende	  de	  Nup107	  
13. El	  Spindle	  Assembly	  Checkpoint	  (SAC)	  se	  activa	  en	  la	  ausencia	  de	  Nup107	  
14. El	  componente	  del	  SAC	  Mad1	  se	  localiza	  en	  la	  NE	  a	  través	  de	  su	  interacción	  con	  Nup107	  en	  C.	  elegans	  
15. Nematodos	  npp-­5(tm3039)	  envejecen	  más	  rápidamente	  que	  nematodos	  silvestre	  y	  muestran	  un	  envejecimiento	  acelerado	  en	  su	  morfología	  nuclear.	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6.	  Materials	  and	  Methods	  
	  
Nematode	  strains	  The	  wild	  type	  strain	  was	  the	  C.	  elegans	  Bristol	  strain	  N2.	  npp-­19	  (tm2886)	  and	  
npp-­5(tm3039)	  strains	  were	  provided	  by	  Dr.	  Shohei	  Mitani	  at	  the	  Japanese	  National	  Bioresource	  Project	  and	  backcrossed	  to	  the	  wild	  type	  six	  times	  followed	  by	  self-­‐fertilization	  to	  obtain	  the	  homozygous	  strain	  BN38	  npp-­19(tm2886).	  The	  balanced	  strain	  BN40	  npp-­5(tm3039)	  was	  obtained	  by	  crossing	  the	  already	  cleaned	  npp-­5(tm3039)	  with	  the	  BN3	  vrk-­1(ok1181)	  strain.	  npp-­5(ok1966)	  and	  
npp-­15(ok1954)	  were	  provided	  by	  the	  International	  C.	  elegans	  Gene	  Knockout	  Consortium	  and	  backcrossed	  to	  the	  wild	  type	  six	  times	  to	  obtain	  the	  homozygous	  strains	  BN28	  npp-­5(ok1966)	  and	  BN30	  npp-­15(ok1954)	  and	  the	  balanced	  strains	  BN85	  npp-­5(ok1966)	  and	  BN126	  npp-­15(ok1954)	  were	  obtained	  by	  crossing	  the	  BN28	  and	  BN30	  strains	  with	  	  BN40	  and	  JK122	  strains	  respectively.	  	  BN7	  unc-­119(ed3)	  bqIs07[unc-­119(+);	  Ppie-­1::LAP::	  npp-­19],	  BN51	  unc-­119(ed3)	  bqIs51[unc-­119(+);	  Ppie-­1::GFP::npp-­5]	  and	  XA3545	  qaIs3545[Ppie-­1::gfp::him-­10]	  were	  obtained	  by	  microparticle	  bombardment	  (Praitis	  et	  al.,	  2001)	  of	  DP38	  unc-­
119(ed3)	  using	  plasmids	  pDP#MM051	  (Maduro	  and	  Pilgrim,	  1995)	  and	  pPGLv.1	  
npp-­19	  (this	  study),	  pUP1	  (this	  study)	  or	  pDP#MM051	  and	  pPAG27	  respectively.	  	  BN128	  bqEx128[Pnpp-­2::gfp::npp-­2;	  Plmn-­1::mCherry::his-­58]	  was	  obtained	  by	  microinjection	  of	  plasmids	  pBN1	  and	  pBN29	  into	  N2.	  BN150	  bqSi150[Phsp-­
16.41::gfp::C09G9.2a]	  and	  BN168	  bqSi168[Phsp-­16.41::gfp::npp-­15]	  were	  obtained	  by	  MosSCI	  transformation	  (Frokjaer-­‐Jensen	  et	  al.,	  2008)	  of	  EG4322	  with	  plasmid	  pBN27	  and	  pBN23,	  respectively.	  	  Subsequently,	  BN7	  was	  crossed	  with	  OD83	  gfp::lem-­2;	  cherry::his-­58	  (Audhya	  et	  al.,	  2007)	  to	  generate	  BN14	  gfp::npp-­19;	  cherry::his-­58,	  which	  was	  further	  crossed	  with	  BN38	  to	  generate	  BN46	  npp-­19	  (tm2886);	  gfp::npp-­19	  and	  BN47	  
npp-­19(tm2886);	  gfp::npp-­19;	  cherry::his-­58.	  Similarly,	  BN51	  was	  crossed	  with	  OD57	  gfp::tba-­2;	  cherry::his-­58	  (McNally	  et	  al.,	  2006)	  to	  generate	  BN68	  gfp::npp-­5	  
cherry::his-­58,	  which	  was	  further	  crossed	  with	  BN38	  to	  generate	  BN79	  npp-­
19(tm2886);	  gfp::npp-­5	  cherry::his-­58.	  BN78	  npp-­19	  (tm2886);	  gfp::lem-­2;	  
cherry::his-­58	  was	  obtained	  by	  crossing	  BN38	  with	  OD83.	  BN13	  gfp::npp-­8;	  
cherry::his-­58,	  BN16	  yfp::lmn-­1;	  cherry::	  his-­58,	  and	  BN27	  gfp::pcn-­1;	  cherry::his-­
58	  were	  generated	  by	  crossing	  XA3546,	  XA3541	  (Franz	  et	  al.,	  2005)	  and	  a	  GFP-­‐
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PCNA/PCN-­‐1	  expressing	  strain	  (Brauchle	  et	  al.,	  2003)	  with	  OD83,	  respectively.	  JH1327	  gfp::pie-­1	  was	  described	  previously	  (Reese	  et	  al.,	  2000).	  BN40	  was	  crossed	  with	  the	  following	  strains:	  PD4810	  to	  generate	  BN58	  npp-­
5(tm3039);	  Plmn-­1::LMN-­1::gfp;	  TJ356	  (Henderson	  and	  Johnson,	  2001)	  to	  generate	  BN22	  npp-­5(tm3039)/mIn1;	  zIs356[daf-­16::gfp];	  BN68	  to	  generate	  BN69	  npp-­
5(tm3039)/mIn1;	  bqIs51[Ppie-­1::gfp::npp-­5];	  ltIs37[Ppie-­1::mCherry::his-­58];	  JH1327	  (Reese	  et	  al.,	  2000)	  to	  generate	  BN73	  npp-­5(tm3039)/mIn1;	  axIs[Ppie-­1::gfp::pie-­
1];	  	  XA3501	  (Askjaer	  et	  al.,	  2002)	  to	  generate	  BN106	  npp-­5(tm3039)/mIn1;	  
ruIs32[Ppie-­1::gfp::his-­58]	  and	  BN107	  npp-­5(tm3039)/mIn1[mIs14	  dpy-­10(e128)]	  
II;	  ojIs1[unc-­119(+)	  Ppie-­1::GFP::tbb-­2]	  V	  (?);	  XA3545	  to	  generate	  BN114	  npp-­
5(tm3039)/mIn1;	  qaIs3545[Ppie-­1::gfp::him-­10];	  	  BN128	  to	  generate	  BN133	  npp-­
5(tm3039)/mIn1;	  bqEx128[Pnpp-­2::gfp::npp-­2;	  Plmn-­1::mCherry::his-­58];	  OD27	  (CGC)	  to	  generate	  BN153	  npp-­5(tm3039)/mIn1;	  ltIs14[Ppie-­1::gfp::air-­2];	  OD8	  (Cheeseman	  et	  al.,	  2004)	  to	  generate	  BN159	  npp-­5(tm3039)/mIn1;	  ltIs4[Ppie-­
1::gfp::mis-­12].	  BN107	  was	  crossed	  with	  OD57	  (McNally	  et	  al.,	  2006)	  to	  generate	  BN204	  npp-­5(tm3039)/mIn1[mIs14	  dpy-­10(e128)]	  II;	  ltIs37[Ppie-­1::mCherry::his-­
58;	  unc-­119	  (+)]	  IV;	  ojIs1[unc-­119(+)	  Ppie-­1::GFP::tbb-­2]	  V	  (?).	  Similarly	  BN28	  was	  crossed	  with	  PS3808	  (Gupta	  and	  Sternberg,	  2002)	  to	  generate	  BN59	  npp-­5(ok1966);	  syIs80[Plin-­11::nls::gfp::lacZ].	  RQ244	  mdf-­1(gk2)	  V;	  
jzIs1[Ppie-­1::gfp::	  mdf-­1];	  ltIs37[Ppie-­1::mCherry::his-­58]	  and	  OD110	  ltIs52[Ppie-­
1::gfp::mdf-­2]	  ltIs37[Ppie-­1::mCherry::his-­58]	  were	  described	  (Essex	  et	  al.,	  2009;	  Yamamoto	  et	  al.,	  2008).	  For	  further	  details	  on	  strains	  refer	  to	  Table	  7.	  All	  strains	  were	  cultured	  using	  standard	  C.	  elegans	  methods	  (Stiernagle,	  2006).	  	  
Strain Description Genotype 
BN7 Homozygous expression of 
GFP/LAP-Nup35.  
 
unc-119(ed3) III; bqIs07[unc-119(+) pie-
1::LAP::npp-19]  
BN14 Expression of GFP/LAP- 
Nup35 and Cherry HisH2B. 
 
 
unc-119(ed3) III; bqIs07[unc-119(+); 
Ppie-1::LAP::npp-19] ?; ltIs37[Ppie-
1::mCherry::his-58; unc-119 (+)] IV 
BN22 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-
DAF-16 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II, zIs356 IV 
BN28 Homozygous Nup107 
deletion; out-crossed with 
N2 six times 
 
npp-5(ok1966) II 
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BN30 Balanced Nup133/npp-15 
deletion strain; out-crossed 
with N2 six times 
 
npp-15(ok1954) III/hT2[bli-4(e937) let-
?(q782) qIs48](I;III). 
BN38 npp-19/CeNup35 in-frame 
deletion; out-crossed with 
N2 six times 
 
npp-19(tm2886) II 
BN40 Balanced Nup107 deletion; 
out-crossed with N2 six 
times 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II 
BN46 Homozygous Nup35 
deletion strain expressing 
GFP/LAP Nup35 
npp-19(tm2886) II; unc-119(ed3) or unc-
119(+) III; bqIs07[unc-119(+); Ppie-
1::LAP::npp-19] ? 
BN47 Homozygous Nup35 
deletion strain expressing 
GFP/LAP Nup35 and 
mCherry-HisH2B  
npp-19(tm2886) II; unc-119(ed3) or unc-
119(+) III; bqIs07[unc-119(+); Ppie-
1::LAP::npp-19];ltIs37[Ppie-
1::mCherry::his-58; unc-119 (+)] IV (?) 
BN51 Expression of GFP::npp-5 
from pie-1 promoter 
 
unc-119(ed3); bqIs51[unc-119(+); Ppie-
1::GFP::npp-5] IV (?) 
BN58 Homozygous Nup107 
deletion strain expressing 
GFP-LMN-1 from LMN-1 
promoter 
 
npp-5(ok1966) II,  P(lmn-1)::GFP::lmn-1 
X  
BN59 Homozygous Nup107 
deletion strain expressing 
NLS-GFP-lacZ from lin-11 
promoter 
 
npp-5(ok1966) II, unc-119(ed4); 
syIs80[unc-119(+) + pPGF11.13(lin-
11::GFP)] III 
BN68 Expression of GFP-Nup107 
and mCherry-HisH2B 
bqIs51[unc-119(+); Ppie-1::GFP::npp-5]; 
ltIs37[Ppie-1::mCherry::his-58; unc-119 
(+)] IV (?) 
 
BN69 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-
Nup107 and mCherry-
HisH2B 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II, bqIs51[unc-119(+); Ppie-
1::GFP::npp-5]; ltIs37[Ppie-
1::mCherry::his-58; unc-119 (+)] IV (?) 
BN73 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-PIE-
1 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II; axEx73 [Ppie-1::GFP::pie-1 
+ pRF4] 
BN78 Homozygous Nup35 
deletion strain expressing 
GFP-LEM-2 and mCherry-
HisH2B  
 
npp-19(tm2886) II; Ppie-1::gfp::lem-2;  
ltIs37[Ppie-1::mCherry::his-58; unc-119 
(+)] IV 
BN79 Homozygous Nup35 
deletion strain expressing 
GFP-Nup107 and mCherry-
HisH2B  
 
npp-19(tm2886) II; Ppie-1::gfp::npp-5;  
ltIs37[Ppie-1::mCherry::his-58; unc-119 
(+)] IV 
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BN85 Balanced Nup107 deletion; 
out-crossed with N2 six 
times 
 
npp-5(ok1966)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II 
BN106 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-
HisH2B 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II; unc-119(ed3) ruIs32[unc-
119(+) Ppie-1::GFP::H2B] III 
BN107 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-beta-
tub 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II; ojIs1[unc-119(+) Ppie-
1::GFP::tbb-2] V (?) 
BN114 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-Nuf-
2 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II; unc-119(ed3) qaIs3545[unc-
119(+) pie-1::GFP::him-10] ? 
BN126 Balanced Nup133 deletion; 
out-crossed with N2 six 
times 
 
npp-15(ok1954)/qC1 dpy-19(e1259) glp-
1(q339) III 
BN128 Expression of GFP-Nup85 
and mCherry-HisH2B 
 
bqEx128[Pnpp-2::gfp::npp-2 Plmn-
1::mCherry::his-58] 
BN133 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing 
GFP::Nup85 and mCherry-
HisH2B 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II, bqEx128[Pnpp-2::gfp::npp-2 
Plmn-1::mCherry::his-58] 
BN150 Expression of GFP-Nup43 bqSi150[pBN27(unc-119(+) 
Phsp16.41::gfp::C09G9.2a)] II 
 
BN153 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-
Aurora B 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II, ltIs14[pASM05: pie-1::GFP-
TEV-STag::air-2 + unc-19(+)] IV 
BN159 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-MIS-
12 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II, ltIs4[pIC32; pie-1/GFP-TEV-
Stag::mis-12; unc-119(+)] ? 
BN168 Expression of GFP-Nup133 bqSi168[pBN23(unc-119(+) 
Phsp16.41::gfp::npp-15)] II 
 
BN204 Balanced Nup107 deletion 
strain expressing GFP-tbb-2 
and mCherry-His-58.. Strain 
could potentially carry GFP-
tba (from OD57) instead of 
or together with GFP-tbb-2 
 
npp-5(tm3039)/mIn1[mIs14 dpy-
10(e128)] II; ltIs37[Ppie-1::mCherry::his-
58; unc-119 (+)] IV; ojIs1[unc-119(+) 
Ppie-1::GFP::tbb-2] V (?) 
XA3545 Expression of GFP-Nuf2 unc-119(ed3) qaIs3545[unc-119(+) pie-
1::GFP::him-10] ? 	  
Table	  7.	  Strains	  generated	  in	  this	  study	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Plasmids	  and	  RNAi	  Plasmid	  pGEX-­‐GST-­‐His	  for	  cloning	  and	  expression	  of	  N-­‐terminally	  GST-­‐tagged	  and	  C-­‐terminally	  His-­‐tagged	  fusion	  protein	  was	  generated	  by	  removal	  of	  a	  vrk-­‐1-­‐containing	  BamHI	  fragment	  of	  pGEX-­‐VRK-­‐1-­‐His	  (Gorjanacz	  et	  al.,	  2007b).	  Full	  length	  and	  truncated	  npp-­‐19	  cDNAs	  were	  generated	  by	  RT-­‐PCR	  using	  forward	  primer	  B179	  and	  either	  B180	  or	  B181	  as	  reverse	  primer.	  PCR	  fragments	  were	  digested	  with	  BamHI	  and	  inserted	  into	  pGEX-­‐GST-­‐His.	  Plasmid	  pPGLv.1	  npp-­19	  was	  generated	  by	  Gateway	  cloning	  (Invitrogen)	  using	  a	  genomic	  npp-­19	  sequence	  (Franz	  et	  al.,	  2005)	  and	  pPGLv.1	  (Gorjanacz	  et	  al.,	  2007b).	  Plasmid	  pQE30-­‐Nup133(aa	  739-­‐1024)	  for	  expression	  of	  6*His-­‐tagged	  Nup133	  antigen	  was	  generated	  by	  PCR	  amplification	  of	  C.	  elegans	  genomic	  DNA	  (primers	  B153+B154).	  Plasmid	  pUP1	  for	  expression	  of	  GFP-­‐Nup107	  was	  made	  by	  insertion	  of	  unc-­119	  derived	  from	  plasmid	  pDP#MM051	  (Maduro	  and	  Pilgrim,	  1995)	  into	  pPAG1	  (Franz	  et	  al.,	  2005).	  Plasmid	  pPAG27	  for	  expression	  of	  GFP-­‐Nuf2/HIM-­‐10	  was	  constructed	  by	  replacing	  the	  lmn-­1	  gene	  of	  plasmid	  pPAG4	  (Galy	  et	  al.,	  2003)	  with	  a	  PCR-­‐amplified	  him-­10	  sequence	  (primers	  H556+H557).	  Plasmid	  pBN29	  for	  expression	  of	  GFP-­‐Nup85	  was	  generated	  by	  cloning	  the	  npp-­2	  gene	  (primers	  B069+B200+B071+B072)	  into	  plasmid	  pBN8,	  a	  derivative	  of	  pCFJ151	  (Frokjaer-­‐Jensen	  et	  al.,	  2008)	  containing	  a	  longer	  polylinker.	  pBN29	  includes	  1993	  bp	  upstream	  of	  the	  start	  codon	  and	  560	  bp	  downstream	  of	  the	  stop	  codon	  as	  well	  as	  GFP	  inserted	  into	  a	  PCR-­‐engineered	  BsrGI	  site	  immediately	  after	  the	  start	  codon.	  Plasmids	  pBN23	  and	  pBN27	  for	  expression	  of	  GFP-­‐Nup133	  and	  GFP-­‐Nup43	  were	  generated	  by	  cloning	  npp-­15	  (primers	  B236+B237)	  and	  C09G9.2a	  (primers	  B248+B249)	  into	  plasmid	  pBN16,	  respectively.	  Plasmid	  pBN16	  for	  single-­‐copy	  integration	  of	  heat	  shock-­‐inducible	  transgenes	  into	  the	  C.	  
elegans	  genome	  was	  made	  by	  insertion	  of	  the	  hsp-­16.41	  promoter	  (primers	  B216+B232),	  a	  polylinker	  and	  the	  unc-­54	  3’UTR	  (B233+B217)	  into	  pBN8.	  Plasmid	  pBN1	  for	  expression	  of	  mCherry-­‐HisH2B	  in	  somatic	  cells	  contains	  the	  
lmn-­1	  promoter	  (5088	  bp)	  in	  front	  of	  a	  mCherry-­‐his-­58	  fusion	  gene	  and	  the	  pie-­1	  3’UTR	  (1822	  bp).	  Plasmids	  pGADT7-­‐npp-­5	  and	  pAD-­‐npp-­19	  encoding	  the	  yeast	  Gal4	  activation	  domain	  fused	  to	  either	  C.	  elegans	  Nup107	  or	  Nup35,	  were	  constructed	  by	  RT-­‐PCR	  amplification	  with	  primers	  B364+B366	  and	  primers	  H624+H633,	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respectively.	  Plasmid	  pGBKT7-­‐mdf-­1	  encoding	  the	  yeast	  GAL4	  DNA	  binding	  domain	  fused	  to	  C.	  elegans	  Mad1	  was	  constructed	  by	  PCR	  amplification	  of	  mdf-­1	  cDNA	  from	  plasmid	  pACT-­‐Ptac-­‐GST	  (Watanabe	  et	  al.,	  2008)	  using	  primers	  B367+B368	  into	  pGBKT7	  (Clontech).	  For	  primer	  sequences	  refer	  to	  Supplementary	  Table	  8.	  All	  constructions	  were	  verified	  by	  sequencing.	  RNAi	  constructs	  were	  described	  previously	  (Galy	  et	  al.,	  2003;	  Kamath	  et	  al.,	  2003).	  As	  negative	  control	  the	  empty	  pPD129.36	  vector	  was	  used.	  RNAi	  experiments	  were	  performed	  by	  feeding	  at	  20°C	  for	  ~36	  h	  unless	  otherwise	  specified	  (Galy	  et	  al.,	  2003).	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Primer  Description Enzyme Sequence Plasmid 
H363 npp-5 f NheI GAGCTAGCATGACAGACTTGTTCGCTTCG
GG 
pUP1 
H364 npp-5 r NheI GAGCTAGCTTCGACTTTGAGATTGAGTTC
TGC 
pUP1 
H439 unc-119 f XmaI GACCCGGGACGGTATCGATAAGCTTCAG pUP1 
H440 unc-119 r XmaI ATCCCCCGGGCTGCAGAATTCGT pUP1 
H556 him-10 f XbaI TGCTCTAGAATGTCAAACGTTGTACTAATT
GTGT 
pPAG27 
H557 him-10 r XbaI TGCTCTAGATTTGAAAACGGAAAAACTCG
AATCGT 
pPAG27 
H624 npp-19 f GW ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggct-
TGTTCTCGCATCTTAACCAAAAT 
pAD-
npp-19 
H633 npp-19 f GW ggggaccactttgtacaagaaagctgggt-
TAGTTGAGTCCGATCGTGTTCCA 
pAD-
npp-19 
B069 npp-2prom f XmaI AGACCCGGGAAGAATTCTGGCACCA pBN29 
B200 npp-2prom r BsrGI ATCTGTACACATCTGAAAGAGATACTAAT
GTC-ATGTG 
pBN29 
B071 npp-2AUG f BsrGI ATGTGTACAGATGTCGCTCGAGAATTCGG pBN29 
B072 npp-23UTR r SpeI GTGACTAGTTCTGACTGCGAACCAGACTC
T 
pBN29 
B216 hsp-16.41 f NotI ATGCGGCCGCCAAGCTTGCATGCCTGC pBN16 
B232 hsp-16.41 r MCS TCCACGCGTTGCAGATCTTGAGCCGGCAT
C-CCCCGGGCATTTGTATAG 
pBN16 
B233 unc-54 f MCS GCAACGCGTGGAGCTAGCGCATCGCGAA
G-CTCCGCATCGGCCGCTGT 
pBN16 
B217 unc-54 r SpeI ACGGCCGACTAGTAGGAAACA pBN16 
B153 npp-15 ag f BamHI GAGGATCCATCTACGATTTCTACCTGTC pQE30-
Nup133 
ag 
B154 npp-15 ag r PstI CTCTGCAGTGTCAGCAGGATACGAATTG pQE30-
Nup133 
ag 
B248 npp-23 f BglII CAAGATCTGCCGTCGTAACAATCACTACG
G 
pBN27 
B249 npp-23 r MluI TCACGCGTTAAAATCTCCCGAAATTGGAA
TTTGG 
pBN27 
B236 npp-15 f NgoMIV CAGCCGGCTCGGGACGAGATCTCGAACT
A 
pBN23 
B237 npp-15 r NheI CAGCTAGCTCAAGTCTCCATCATCGAATC
A 
pBN23 
B364 npp-5 r ClaI ATCGATTTCGACTTTGAGATTGAG pGADT7
-npp-5 
B366 npp-5 f XmaI CCCGGGCACAGACTTGTTCGCTTCG pGADT7
-npp-5 
B367 mdf-1 r BamHI GGATCCGTCCTCGTGTAAGACACT  pGBKT7
-mdf-1 
B368 mdf-1 f NcoI CCATGGCCAATTACGATGAAGACATT pGBKT7
-mdf-1 
B179 npp-19 f BamHI caggatccATGTTCTCGCATCTTAACCA pGEX-
GST-His 
B180 npp-19 r BamHI caggatccGTTGAGTCCGATCGTGTTCCA pGEX-
GST-His 
B181 npp-19 r BamHI caggatccCAACAAAATCGACACTTGGCTTG
G 
pGEX-
GST-His 
Table	  8.	  Primers	  used	  in	  this	  study 
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Western	  blot	  Embryos	  were	  obtained	  by	  hypochlorite	  treatment	  (1N	  NaOH,	  30%	  bleach	  solution),	  disrupted	  by	  boiling	  and	  vortexing	  in	  SDS	  sample	  buffer	  together	  with	  0.5	  µm	  diameter	  glass	  beads	  and	  separated	  by	  10%	  SDS-­‐PAGE.	  Proteins	  were	  transferred	  to	  Immobilon	  P	  membranes	  (Millipore),	  which	  were	  blocked	  with	  PBS	  containing	  0.05%	  Tween-­‐20	  and	  3%	  low-­‐fat	  milk	  (PBST-­‐M)	  and	  probed	  for	  2	  h	  at	  room	  temperature	  with	  antibodies	  diluted	  in	  PBST-­‐M	  as	  described	  in	  
Table	  9.	  Next,	  membranes	  were	  washed	  with	  PBST	  for	  1	  h,	  incubated	  with	  peroxidase-­‐conjugated	  secondary	  antibodies	  (Sigma-­‐Aldrich,	  1:5000–1:10,000)	  for	  2	  h	  at	  room	  temperature	  and	  developed	  with	  ECL	  Plus	  (GE	  Amersham).	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Antibody 
Western 
blot 
Immuno-
fluorescence Description Reference 
Nup96 / NPP-
10C 
1:250 1:250 Rabbit 
polyclonal 
anti sera 
GBLC 
Galy et al., 2003 
Nup107 / 
NPP-5 
1:100 1:100 Rabbit 
polyclonal 
affinity 
purified 
SG4839 
(against 
peptide 
Nup107 
aa12-25) 
This study 
Nup133 / 
NPP-15 
1:25 1:10 Rabbit 
polyclonal 
affinity 
purified 62A 
(against 
recombinant 
Nup133 
aa739-1024) 
This study 
ELYS / MEL-
28 
- 1:300 Rabbit 
polyclonal 
antiserum 
BUD3  
Galy et al., 2006 
Mad1 - 1:1000 Rabbit 
polyclonal 
Watanabe et al., 
2008 
Nup35 / NPP-
19 
1:100 1:25 Rabbit 
polyclonal 
affinity 
purified from 
OWYL serum 
Ródenas et al., 
2009 
Nup153 / 
NPP-7 
1:300 - Rabbit 
polyclonal 
antiserum 
BUB4 
Galy et al., 2003 
Nup155 / 
NPP-8 
1:300 1:200 Rabbit 
polyclonal 
antisera 
BS08 
Galy et al., 2003 
Nup98 / NPP-
10N 
1:300 - Rabbit 
polyclonal 
antiserum 
GBJQ 
Galy et al., 2003 
mAb414 1:250 - Mouse 
monoclonal 
against FG 
nucleoporins 
Covance MMS-
120R 
a-tubulin 1:1000 1:300 Mouse 
monoclonal 
DM1 alpha 
Sigma T9026 
	  
Table	  9.	  Antibodies	  used	  in	  this	  study.	  Antibodies	  utilized	  in	  this	  study	  and	  the	  concentrations	  used	  for	  Western	  blot	  and	  immunofluorescence	  analysis.	  References	  are	  included	  in	  manuscript	  reference	  list.	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  Production	  and	  purification	  of	  antibodies	  Nup107	  and	  Nup133	  antibodies	  were	  raised	  in	  rabbits	  against	  a	  synthetic	  Nup107	  peptide	  (aa	  11-­‐26)	  and	  recombinant	  Nup133	  (aa	  738-­‐1023),	  respectively.	  	  Nup133	  antibodies	  were	  affinity	  purified	  from	  sera	  using	  an	  Immobilon-­‐P	  (Millipore)	  membrane	  coated	  with	  the	  Nup133	  antigen.	  	  The	  Nup133	  antigen	  was	  obtained	  by	  overexpresion	  of	  the	  antigen	  in	  BL21(DE3)pREP4	  bacteria,	  then	  the	  bacteria	  were	  lysed	  with	  8M	  Urea	  and	  the	  antigen	  was	  purified	  using	  Talon	  beads	  (Clontech),	  which	  were	  washed	  with	  lysis	  buffer	  and	  eluted	  six	  times	  with	  1	  ml	  of	  elution	  buffer	  (800	  µL	  lysis	  buffer	  +	  200	  µL	  1M	  Imidazole)	  .	  A	  total	  of	  	  6ml	  of	  Nup133	  antigen	  was	  recovered	  at	  a	  concentration	  of	  0.35µg/µL.	  The	  antigen	  (200µL)	  was	  then	  coupled	  to	  an	  Immobilon	  P	  membrane	  (Millipore)	  of	  50	  cm2,	  and	  then	  300	  µL	  of	  the	  antibodies	  were	  incubated	  with	  the	  membrane.	   Bound	  antibodies	  were	  eluted	  with	  1	  ml	  0.1	  M	  glycine	  (pH	  2.5)	  and	  immediately	  neutralized	  with	  0.1	  ml	  of	  1	  M	  Tris	  (pH	  8.0).	  For	  the	  Nup107	  affinity	  purification	  we	  used	  10	  mg	  of	  the	  synthetic	  Nup107	  peptide,	  which	  was	  coupled	  to	  an	  Affi-­‐Gel	  15	  (BioRad)	  column.	  2	  ml	  of	  anti-­‐Nup107	  serum	  was	  incubated	  with	  Affi-­‐Gel	  15	  beads	  O/N	  at	  4	  0C,	  and	  eluted	  twice	  with	  1.5	  ml	  of	  0.1	  M	  glycine	  (pH	  2.5)	  and	  immediately	  neutralized	  with	  100	  
µL	  of	  1M	  Tris	  (pH	  8.0).	  	  
Immunofluorescence	  Gravid	  hermaphrodites	  were	  dissected	  in	  3	  µl	  M9	  buffer	  (86	  mM	  NaCl,	  22	  mM	  KH2PO4,	  34	  mM	  Na2HPO4,	  1	  mM	  MgSO4)	  directly	  on	  poly-­‐L-­‐lysine–coated	  glass	  slides	  and	  covered	  with	  12x12	  mm	  coverslips.	  To	  crack	  the	  eggshells,	  slides	  were	  transferred	  immediately	  to	  metal	  plates	  on	  top	  of	  dry	  ice.	  After	  15	  min	  (or	  storage	  at	  -­‐80°C)	  coverslips	  were	  flicked	  off	  and	  slides	  were	  placed	  in	  methanol	  for	  15-­‐18	  min	  at	  -­‐18°C.	  After	  rehydration	  for	  30	  min	  in	  PBS	  with	  0.1%	  Tween	  20	  (PBST)	  and	  blocking	  for	  30	  min	  with	  10%	  fetal	  calf	  serum	  in	  PBST	  (PBST-­‐F)	  the	  embryos	  were	  incubated	  for	  2	  h	  with	  primary	  antibodies	  diluted	  in	  PBST-­‐F	  as	  indicated	  in	  Table	  9.	  Embryos	  were	  washed	  for	  1	  h	  in	  PBST	  followed	  by	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incubation	  for	  2	  h	  with	  secondary	  antibodies	  diluted	  in	  PBST-­‐F.	  	  Secondary	  antibodies	  were	  Alexa	  Fluor	  546-­‐conjugated	  goat	  anti-­‐mouse	  antibodies	  (Invitrogen,	  1:1000)	  and	  Alexa	  Fluor	  633-­‐conjugated	  goat	  anti-­‐rabbit	  antibodies	  (Invitrogen,	  1:1000).	  Embryos	  were	  washed	  again	  for	  1	  h	  in	  PBST	  and	  finally	  mounted	  with	  Mowiol	  containing	  5	  μg/ml	  Hoechst	  33258.	  All	  steps	  were	  at	  room	  temperature.	  Confocal	  images	  were	  obtained	  with	  a	  Leica	  confocal	  SPE	  microscope	  equipped	  with	  a	  ACS	  APO	  63x/1.3	  objective	  and	  processed	  with	  ImageJ	  and	  Adobe	  Photoshop.	  
	  
Live	  embryo	  imaging	  Embryos	  were	  mounted	  in	  M9	  buffer	  between	  a	  cover	  slip	  and	  a	  2%	  agarose	  pad.	  	  Epifluorescence	  and	  transmitted	  light	  were	  recorded	  with	  a	  Leica	  Confocal	  Microscope	  TCS	  SP2	  through	  a	  HCX	  PL	  APO	  63×/	  1.4	  objective.	  Images	  were	  captured	  using	  integrated	  Leica	  software	  and	  processed	  with	  ImageJ	  and	  Adobe	  Photoshop.	  The	  laser	  intensity	  was	  adjusted	  so	  that	  no	  effect	  on	  development	  was	  observed.	  Images	  were	  collected	  at	  20	  s	  intervals	  for	  a	  total	  of	  20–40	  min,	  except	  for	  Fig.	  52	  and	  Fig.	  28B	  where	  images	  were	  collected	  at	  5	  s	  and	  8s	  intervals	  respectively.	  For	  extended	  recordings	  up	  to	  14	  h	  (Fig.	  46),	  samples	  were	  sealed	  with	  VALAP	  and	  z-­‐stacks	  were	  acquired	  at	  15	  min	  intervals.	  	  For	  Fig.	  30	  images	  were	  collected	  at	  5	  s	  intervals	  using	  a	  NIKON-­‐A1R	  confocal	  microscope.	  Fluorescent	  reporters	  driven	  by	  the	  hsp-­16.41	  promoter	  were	  induce	  by	  a	  32.7°C	  heat	  shock	  for	  15	  min	  followed	  by	  5	  h	  recovery	  at	  20°C	  prior	  to	  observation.	  	  
	  
Dextran	  microinjection	  FITC-­‐labeled	  70	  kD	  dextran	  (Sigma	  #	  FD70S)	  and	  TRITC-­‐labeled	  155	  kD	  dextran	  (Sigma	  #	  T1287)	  were	  purified	  using	  Nanosep	  10K	  centrifugal	  device	  (Nanosep	  #OD010C33)	  until	  a	  final	  concentration	  of	  2	  mg/mL	  in	  PBS.	  A	  1:1	  mixture	  of	  the	  two	  dextrans	  was	  injected	  into	  the	  gonads	  of	  N2	  and	  BN40	  animals,	  followed	  by	  incubation	  at	  20°C	  for	  5	  h	  before	  dissection.	  	  
Transgenics	  generated	  by	  microparticle	  bombardment	  	  Microparticle	  bombardment	  of	  C.	  elegans	  unc-­‐119(ed3)	  hermaphrodites	  was	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carried	  out	  using	  a	  home-­‐made	  "gene	  gun"	  built	  at	  Ralf	  Schnabel	  lab	  at	  TU	  Braunschweig	  (http://www.ifg.tu-­‐bs.de/Schnabel).	  	  For	  each	  bombardment,	  1	  µl	  of	  1–2 µg/l	  plasmid	  DNA	  was	  coupled	  to	  0.6	  mg	  of	  1.0	  µm	  microcarrier	  gold	  beads	  and	  bombarded	  onto	  a	  monolayer	  of	  10,000	  	  	  
unc-­119(ed3)	  L4	  and	  adult	  hermaphrodites	  (a	  75	  µl	  pellet)	  placed	  on	  a	  20	  mm	  diameter	  lawn	  of	  OP50	  on	  60	  mm	  NGM	  plates.	  Worms	  were	  allowed	  to	  recover	  for	  0.5	  to	  2	  hr	  after	  bombardment	  and	  were	  then	  transferred	  onto	  two	  100	  mm	  seeded	  Opti-­‐gro	  plates	  and	  grown	  at	  24	  °C.	  Because	  unc-­119	  mutants	  cannot	  form	  dauers,	  they	  die	  in	  the	  absence	  of	  food	  (Maduro	  and	  Pilgrim,	  1995),	  making	  it	  easy	  to	  identify	  the	  non-­‐Unc	  rescued	  transformants	  7–14	  days	  after	  bombardment.	  From	  each	  plate	  containing	  animals	  rescued	  for	  the	  unc-­119	  mutation,	  individual	  transformed	  animals	  were	  cloned	  and	  their	  F1	  progeny	  scored	  for	  presence	  of	  unc-­119	  mutants.	  Homozygous	  stable	  lines	  were	  identified	  by	  the	  complete	  absence	  of	  unc-­119	  mutant	  progeny	  over	  several	  generations.	  	  To	  ensure	  that	  each	  line	  was	  the	  result	  of	  an	  independent	  transformation	  event,	  we	  retained	  only	  one	  transformed	  line	  from	  each	  Opti-­‐gro	  plate.	  	  
Single	  copy	  integration	  transgenics	  generated	  by	  microinjection	  (MosSCI)	  Transgenic	  worms	  were	  made	  by	  injection	  into	  EG4322	  (ttTi5605	  II;	  unc-­‐119(ed3))	  or	  EG5003	  (unc-­‐119(ed3)	  III;	  cxTi10882	  IV)	  worms.	  The	  standard	  injection	  mix	  consisted	  of	  50	  ng/ml	  repair	  template,	  50	  ng/ml	  Mos1	  transposase	  (either	  pJL44	  (Phsp-­16-­48::transposase)	  or	  pJL43.1	  (Pglh-­2::transposase)),	  10	  ng/ml	  pBN1	  (Plmn-­1::mCherry::his-­‐58),	  5ng/ml	  pCFJ104	  (Pmyo-­3::mCherry)	  and	  1.25	  ng/ml	  pCFJ90	  (Pmyo-­2::mCherry).	  unc-­119	  worms	  are	  severely	  paralyzed	  and	  egg-­‐laying	  defective,	  so	  L1–L2	  worms	  were	  manually	  distributed	  across	  a	  lawn	  of	  OP50,	  and	  very	  young	  adults	  were	  selected	  for	  injection.	  Injected	  worms	  were	  individually	  transferred	  to	  standard	  NGM	  plates	  and	  placed	  at	  15	  °C	  for	  a	  few	  hours	  to	  recover	  followed	  by	  incubation	  at	  25	  °C.	  Plates	  were	  scored	  for	  the	  number	  of	  phenotypically	  rescued	  F1	  worms	  3	  d	  after	  injection.	  For	  the	  heat-­‐shock	  protocol,	  clonal	  populations	  of	  stable	  array-­‐transmitting	  lines	  were	  picked	  from	  the	  F2	  progeny.	  A	  population	  of	  ~500	  young	  adults	  was	  heat-­‐shocked	  for	  1	  h	  at	  34	  °C	  in	  a	  water	  bath	  and	  allowed	  to	  recover	  at	  15	  °C	  for	  several	  hours.	  Sets	  of	  20	  adult	  heat-­‐shocked	  worms	  were	  transferred	  to	  10	  cm	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NGM	  plates	  seeded	  with	  OP50	  bacteria	  and	  propagated	  at	  20	  °C.	  When	  worms	  on	  these	  plates	  became	  starved,	  roughly	  a	  quarter	  of	  the	  plate	  was	  chunked	  to	  a	  fresh,	  seeded	  10	  cm	  NGM	  plate	  and	  placed	  at	  25	  °C.	  Two	  to	  five	  days	  later	  (but	  before	  starvation),	  these	  plates	  were	  visually	  screened	  for	  insertion	  events	  based	  on	  the	  presence	  of	  nonparalyzed,	  wild-­‐type	  worms.	  Insertion	  strains	  were	  verified	  on	  a	  fluorescence	  dissection	  microscope	  by	  the	  lack	  of	  fluorescent	  mCherry	  coinjection	  markers	  and	  subsequently	  homozygosed.	  For	  the	  direct	  insertion	  protocol,	  individual	  injected	  worms	  were	  allowed	  to	  exhaust	  the	  food	  source.	  Once	  starved,	  plates	  containing	  transgenic	  lines	  were	  screened	  for	  insertion	  events	  on	  a	  fluorescence	  dissection	  microscope	  based	  on	  wild-­‐type	  movement	  but	  complete	  lack	  of	  fluorescent	  coinjection	  markers.	  Plates	  containing	  insertion	  events	  typically	  had	  a	  large	  proportion	  of	  non-­‐	  fluorescent	  moving	  worms,	  although	  some	  plates	  only	  had	  a	  few.	  	  
Anoxia	  experiments	  Ten	  gravid	  young	  hermaphrodites	  per	  condition	  were	  placed	  on	  a	  NGM	  plate	  for	  1	  h	  to	  lay	  embryos.	  The	  hermaphrodites	  were	  removed	  and	  plates	  were	  placed	  in	  an	  anaerobic	  jar	  (Schütt	  Labortechnik)	  that	  was	  flushed	  with	  nitrogen	  gas	  (O2<0.1%).	  After	  21	  h	  at	  20°C	  plates	  were	  removed	  from	  the	  jar	  and	  development	  was	  monitored	  for	  4	  d.	  	  
Yeast	  two-­hybrid	  assay	  Yeast	  strain	  AH109	  (Clontech;	  MATa,	  trp1-­901,	  leu2-­3,	  112,	  ura3-­52,	  his3-­200,	  
gal4∆,	  gal80∆,	  LYS2::GAL1UAS-­GAL1TATA-­HIS3,	  GAL2UAS-­GAL2TATA-­ADE2,	  
URA3::MEL1TATA-­lacZ	  )	  was	  transformed	  using	  the	  LiAc	  method	  and	  selected	  in	  the	  appropriated	  SC	  minimal	  medium.	  Transformants	  containing	  pGBKT7-­‐mdf-­1	  and	  either	  pGADT7-­‐npp-­5	  or	  pAD-­‐npp-­19	  were	  grown	  at	  30°C	  to	  OD600	  0.5	  in	  SC-­‐Leu-­‐Trp	  medium	  and	  spotted	  as	  10-­‐fold	  serial	  dilutions	  to	  detect	  the	  ability	  of	  growing	  on	  minimal	  medium	  plates	  lacking	  adenine	  and	  histidine.	  Growth	  was	  assayed	  after	  3	  days	  at	  30°C.	  Combination	  of	  empty	  pGADT7	  and	  pGBKT7	  vectors	  were	  also	  transformed	  into	  AH109	  with	  each	  construct	  to	  assess	  self-­‐activation.	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Life-­span	  assay	  One	  hundred	  WT	  and	  100	  homozygous	  BN40	  npp-­5(tm3039)	  L4	  hermaphrodites	  were	  placed	  on	  NGM	  plates	  containing	  OP50	  bacteria	  (20	  animals	  per	  plate).	  Plates	  were	  counted	  for	  alive	  hermaphrodites	  every	  24	  hours	  and	  adult	  hermaphrodites	  were	  transferred	  to	  new	  plates	  every	  48	  hours	  to	  ensure	  separation	  of	  different	  generations.	  	  	  
Electron	  microscopy	  
C.	  elegans	  hermaphrodites	  fed	  bacteria	  expressing	  either	  control	  or	  npp-­19	  dsRNA	  were	  cryo-­‐immobilized	  using	  a	  Leica	  EM	  PACT	  high-­‐pressure	  freezer	  (Leica,	  Vienna,	  Austria)	  and	  processed	  as	  described	  (Franz	  et	  al.,	  2005).	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